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I. — Inrropuction. 


Dans un article récent et en tous points remarquable, 
L. Berland [4] a pris la défense de la systématique, non pas 
en tant que but en soi, mais comme moyen indispensable 
pour se retrouver dans la foule innombrable des formes 
vivantes, et n’a pas hésité a écrire « que le degré de civilisa: 
tion des pays se mesure a l|’intensité de ces recherches, et 
qu’il n’est pas exagéré de dire que le niveau de la culture est 
en rapport avec le nombre de spécialistes en systématique ou 
en toute autre science ». Mais il conclut que le systématicien’ 
ne doit plus se borner & employer les méthodes anciennes, 
qu’il doit tenter de les perfectionner, en particulier par 1’utili- 
sation simultanée des critéres anatomiques, physiologiques, 
éthologiques, géo- et biosociologiques, de facon a faire de cette 
science une chose vivante, rigoureuse et précise, et non l’art 
de classer des étres morts immobilisés dans des collections. 

En ce qui concerne les Schizomycétes, j’avais exposé en 


_ . 1988 [2] des idées paralléles et montré que toute classification 
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A orientation unilatérale était vouée & l’échec, alors qu’il était 
possible, sinon facile, d’aboutir 4 une classification naturelle, 
logique des: bactéries, en utilisant simultanément les criteres 
morphologiques, physiologiques et biochimiques, ontogé- 
niques, phylogénétiques, écologiques et immunologiques, a 
condition d’observer une hiérarchie rigoureuse des concepts 
envisagés, dont le principe fondamental est la priorité du 
concept morphologique sur les concepts physiologiques. C’est 
ainsi que j’avais montré que la classification purement physio- 
logique des bactéries avait toujours échoué parce qu’elle 
aboutit A l’élaboration de groupes morphologiquement hété- 
rogénes, done. artificiels. 

Aucun groupement ne peut mieux illustrer cette facon de 
voir que celui des Lactobacteriaceae [3] fondé sur la formation 
de l’acide lactique comme produit principal de la fermentation 
des glucides, ce qui, du fait de la fréquence de cet acide et de 
son absence de spécificité, oblige & réunir de nombreuses 
espéces morphologiquement trés différentes allant des diplo- 
coques les plus simples aux actinomycétes les plus différenciés. 
Par ailleurs, les connaissances récentes sur le mécanisme de 
la fermentation de l’acide lactique, rendent cette classification 
bien précaire. Voici en effet ce que Schoen [4] pouvait con- 
clure en 1931 : « Ce qui caractérise somme toute, la spécificité 
lactique, si l’on peut employer ce terme, ce n’est ni la faculté 
des cellules pourvues de cette fonction de produire le méthyl- 
glyoxal, ni la faculté de stabiliser celui-ci a ]’état d’acide 
lactique, mais bien leur incapacité de désintégrer ce terme de 
passage. Cette incapacité est-elle due 4 l’absence du systéme 
catalyseur correspondant, ou est-elle imputable a une para- 
lysie de la cellule ? C’est une question a laquelle on ne saurait 
répondre dans l'état actuel des choses, mais ce qui semble 
certain, c’est que la spécificité lactique est déterminée par une 
déficience cellulaire. » 

Or par une singuliére infortune, les Lactobacteriaceae qui 
déja manquent de l’homogénéité morphologique nécessaire A 
Ja constitution d’un groupe naturel, ont été agrémentées de 
nombreuses espéces qui ne sont pas du tout lactiques, ce qui 
leur ajoute une note fantaisiste assez regrettable. 

Voici leur historique briévement résumé : en 1924 Orla- 
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Jensen [5] a constitué les Lactobacteriaceae en les définissant : 
Groupe de nombreuses bactéries en sphéres ou en batonnets, 
Gram-positives, anaérobies facultatifs ne poussant pas en sur- 
face, ayant un besoin important d’aliment azoté ; incapable 
de libérer O de H?0?. 


7 Streptococcus. 
Spheres. . Betacoccus. 
| Thermobacterium . 
Batonnets. Streptobacterium. 


DUNO nyASTON! oye Salat hele one ne 


Betabacterium. 


ee 


Cette proposition a été adoptée par Bergey en 1923, puis 
modifiée au cours des éditions successives de son Manuel. En 
1939, Breed, Murray et Hitchens ont réintroduit les Strepto- 
cocceae dans les Lactobacteriaceae et modifié comme suit la 
définition de ce groupement : « Cocci et batonnets isolés ou 
en paires, ou en chaines ; fermentant rapidement les hydrates 
de carbone avec production d’acide lactique et de quelques 
acides volatils. Quelques types produisent également du CO? 
_ et de alcool éthyligque a partir du glucose, et du mannitol a 
partir du lévulose. Rarement mobiles. Gélatine rarement 
liquéfiée. Nitrates non utilisés. Pigment, quand il existe, 
jaune, rouge orangé ou brun rouille. Aérobies. et anaérobies. 
Ne poussent pas bien a la surface de la gélose. Gram-positifs ». 

Cet ensemble hétéroclite est subdivisé en deux tribus 

I. Cocci en paires ou en chainettes : Streptococceae Trevisan 
1889 comprenant les genres Diplococcus, Streptococcus et 
Leuconostoc. 

II. Batonnets isolés ou en paires et en chaines, ou en 
filaments unicellulaires parfois trés longs : Lactobacilleae 
Winslow et alt., comprenant les genres Lactobacillus et Pro- 
pronibacterium. 

Etudions d’abord les faits expérimentaux qui vont a l’en- 
contre de la conception de Breed, Murray et Hitchens [6] et ne 
permettent pas de conserver leur classification. 


Il. — Fairs EXPERIMENTAUX PERSONNELS. 


4° STREPTOCOQUES ANABROBIES GAZOGENES. — Morphologi- 
quement, les Streptocoques anaérobies gazogénes ne se distin- 


90 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


guent pas des Streptocoques anaérobies non gazogenes, Ni 
des Streptocoques facultatifs. Ces trois groupes sont insépa- 
rables et forment la tribu trés homogéne des Streptococceae 
Trevisan, acceptée universellement. J’ai récemment établi (7] 
que parmi les produits de la fermentation du glucose par les 
Streptocoques anaérobies gazogénes suivants : S. anaerobius, 
S. foetidus, S. putridus et S. lanceolatus, on ne trouve pas la 
moindre trace d’acide lactique. Le premier donne un mélange 
d’acides formique et acétique ; le second produit un mélange 
d’acides butyrique, acétique et formique ; le troisiéme et le 
quatriéme un mélange d’acides valérianique, butyrique, et 
acétique. Seul S. productus, nov. spec. [8] produit des traces 
d’acide lactique en dehors des acides propionique et formique, 
ceux-ci en quantité importante. 

Il y a done lieu de considérer l’acide lactique non pas 
comme un produit obligatoire de fermentation des sucres par 
les Streptocoques, mais comme l’apanage de certaines espéces 
seulement, et, de ce fait, on doit laisser la tribu des Strepto- 
cocceae rattachée a la famille des Micrococcaceae et non a 
celle des Lactobacteriaceae. 


2° DirpLocoguEs ANAEROBIES. — J’ai établi [9] récemment, 
avec R. Loth, que Dzplococcus magnus est un ferment acé- 
tique pur du glucose, et ne donne pas de trace d’acide lac- 
tique. Cette espéce, morphologiquement, est inséparable des 
autres Diplocoques. D’autre part, Diplococcus plagarum belli, 
qui est également un ferment acétique du glucose, ne donne 
que des traces d’acide lactique, et l’on ne peut pas considérer 
ce dernier comme le produit principal de la fermentation du 
glucose. Le genre Diplococcus ne reconnait donc pas — non 
plus que le genre Streptococcus — l’acide lactique comme 
produit principal de fermentation des glucides, et ce fait vient 
s’ajouter aux précédents pour maintenir la tribu des Strepto- 
cocceae dans la famille des Micrococcaceae. 


3° Genre Propionibacterium. — J’ai pu étudier récemment 
le métabolisme d’une souche de Propionibacterium pentosa- 
ceum Van Niel, que je conserve dans ma collection depuis 
douze ans. J’ai constaté que cette espéce est capable d’utiliser 
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Vacide lactique et les lactates, de réduire les nitrates en 
nitrites [40] et de produire des acides acétique et propionique 
avec dégagement de CO? a partir des glucides (dont les pen- 
toses), mais est absolument incapable de produire de l’acide 
lactique. Les dix autres espéces connues de ce genre : freu- 
denreichi, shermani, rubrum, thoeni, zeae, petersonni, jen- 
sent, raffinosaceum, technicum, arabinoseum, sont également 
incapables de produire de l’acide lactique. 

On comprend difficilement les raisons qui ont incité Breed, 
Murray et Hitchens a classer dans un groupe de bactéries lac- 
tiques des espéces qui s’opposent par tous leurs caractéres a 
la définition posée pour ce groupe. Peut-étre est-ce la trés 
grande dilficulté de trouver la place exacte du genre Propio- 
nibacterium qui les a conduits a le situer dans les Lactobacte- 
riaceae, en désespoir de cause. C’est un peu le sort qui attend 
tous les genres créés uniquement sur une base physiologique 
pure, et sans substratum morphologique solide. Néanmoins, 
étant donné certaines particularités morphologiques com- 
munes a la plupart de ces espéces, telles que formes diphté- 
roides, formes coccoides, formes longues, irréguliéres, rami- 
fiées et en massue, granulations métachromatiques décelables 
par coloration d’Albert, on pourrait avantageusement les 
situer au voisinage du genre Corynebacterium dans la famille 
des Actinomycetaceae, et probablement méme comme un 
sous-genre physiologique de Corynebacterium. 


Il. — CrittouveE pu GENRE Lactobacillus. 


La tribu des Streptococceae et le genre Propionibacterium 
ne pouvant pas rester dans les Lactobacteriaceae, les espéces 
constituant la premiére n’étant pas toutes lactiques, et les 
espéces constituant la seconde ne l’étant jamais, le groupe 
proposé par Orla-Jensen et adopté par Breed, Murray et Hit- 
chens se trouve réduit au genre Lactobacillus constituant a 
lui seul la tribu des Lactobacilleae. 

Sa définition est acceptable puisqu’elle comporte une base 
morphologique (batonnets souvent longs et minces, asporulés, 
- Gram-positifs et immobiles). Par contre, sa compréhension 
doit étre limitée rigoureusement a sa définition, et l’on doit 
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en exclure les deux espices bifidus et acidophilus. J’ai montré 
en effet [44] qu'il était légitime de ranger la premiére, avec 
Orla-Jensen, dans le genre Bifidibacterium, en raison de ses 
formes renflées en massue et de ses extrémités bifides, et de 
classer ce genre dans la famille des Actinomycetaceae entre 
les genres Actinobacterium et Corynebacterium. D’autre part, 
Weiss et Rettger [42], ainsi que de nombreux auteurs, parmi 
lesquels Eggerth [43], ont établi la parenté étroite des espéces 
acidophilus et bifidus, qui sont pour eux des Actinomycetales. 
Il est donc logique de classer l’espéce acidophilum tout a cdté 
de l’espéce bifidum dans le genre Bifidibacterrum. 

Le genre Lactobacillus ainsi épuré ne comprend donc plus 
que 13 espéces : caucasicus, lactis, helveticus, bulgaricus, 
thermophilus, delbruecki, casei, plantarum, letchmani, bre- 
vis, buchneri, pastorianus et fermenti qui sont réellement 
des bactéries répondant a la définition du genre Lactobacillus. 
En définitive, je ne pense pas qu’il soit nécessaire de créer 
pour lui une famille puisque, tel qu’il est défini et épuré, il 
entre tout naturellement dans la famille des Bacteriaceae 
Cohn emend, au voisinage du genre Catenabacteritum Prévot. 
Toutefois il est regrettable qu’il soit formé du mot bacillus 
qui implique |’existence de spores, et si la systématique bac- 
térienne voulait étre comme toute science « une langue bien 
faite », il serait préférable de dire Lactobacterium afin de 
couper court 4 toute confusion. 


CONCLUSIONS. 


I. Le genre Streptococcus comprend des espéces anaérobies. 
gazogénes qui ne produisent pas d’acide lactique ; ce sont 
respectivement des ferments acéto-formique, butyro-acéto- 
formique et valéro-butyro-acétique des glucides. On ne doit 
donc pas classer ce genre parmi les Lactobacteriaceae. 

If. Le genre Diplococcus comprend une espéece anaérobie 
qui est un ferment acétique pur des glucides et une autre 
-espéce anaérobie acéto-lactique ou l’acide lactique n’est pas 
Je produit principal. Ce genre ne doit donc pas non plus étre 
classé parmi les Lactobacteriaceae. La tribu des Streptococ- 
ceae, qui comprend les genres Streptococcus et Diplococcus, 
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doit done rester attachée A la famille des Micrococcaceae ou 
Cocci Gram-positifs. 

ll.. Le genre Propionibacterium ne comprend que des 
espéces ne produisant pas d’acide lactique, qui au contraire 
utilisent les lactates et Vacide lactique. L’espéce P. pento- 
saceum, en plus de ce caractére qui l’éloigne des Lactobacte- 
riaceae, réduit les nitrates en nitrites et posséde une catalase 
capable de scinder O de H’O’ ; toutes ces propriétés rendent 
impossible leur classification parmi les Lactobacteriaceae. Il 
s'agit plutdt d’un sous-genre physiologique de Corynebac- 
terium. 

IV. Le genre Lactobacillus ne doit pas comprendre les 
espéces bifidus et acidophilus, étroitement parentes, et appar- 
tenant en réalité au genre Bifidibactervum, famille des Actt- 
nomy cetaceae. 

V. Ainsi épuré, le genre Lactobacillus comprend 413 espéces 
trés voisines morphologiquement aussi bien que physiologi- 
quement, et trouve sa place naturelle au voisinage du genre 
Catenabacterium, famille des Bacteriaceae Cohn emend. 

VI. Le groupe artificiel des Lactobacteriaceae n’a donc pas 
sa raison d’étre et doit étre supprimé. 
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SUR UNE MUTATION DE MORAXELLA LWOFFI 


APTE A SE DEVELOPPER 
DANS LES MILIEUX A L’ACIDE SUCCINIQUE 


par Anpré LWOFF et ALicr AUDUREAU. 


(Service de Physiologie microbienne de l’Institut Pasteur.) 


On peut classer en trois catégories les composés organiques 
susceptibles d’étre offerts & Moraxella lwo/fft pour son alimen- 
tation carbonée (A. Lwoff et A. Audureau, 1941) : 

4° Les substances inutilisables ; 

2° Les substances permettant un développement plus ou 
moins rapide et plus ou moins abondant ; 

3° Les substances qui n/’autorisent le développement 
qu’aprés un délai négatif plus ou moins important. 

En faisant connaitre le comportement des divers corps 
étudiés, nous avons briévement indiqué que le délai néces- 
saire pour le départ de la culture en présence des corps de la 
troisiéme catégorie était le délai nécessaire pour la production 
d’une mutation. Ce sont les expériences qui apportent cette 
démonstration qui sont exposées ici. 

Nous rappelons que Moraxella lwoffi var. brevis peut étre 
entretenue indéfiniment dans un milieu au sulfate d’ammo- 
niaque additionné d’éthanol (A. Audureau, 1940). Si, avec 
T goutte d’une souche de vingt-quatre heures on repique un 
tube renfermant 5 cent. cubes de milieu, on obtient, aprés 
vingt-quatre heures & 37°, une culture abondante. Si l’ense- 
mencement est effectué a partir d’une souche contenant 
comme aliment carboné I goutte d’éthanol A 4 p. 50 pour 
» cent. cubes, on n’observe pas de développement bactérien 
en l’absence d’aliment carboné. Si le milieu est additionné 
de succinate de sodium, on n’observe pas non plus de multi- 
plication & 37° pendant une période qui varie de neuf A vingt- 
cing jours ; puis, en vingt-quatre heures, il y a apparition 
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d’une culture abondante. Les bactéries qui se sont ainsi mul- 
tipliées dans les milieux au succinate se reproduisent rapide- 
ment si elles sont réensemencées dans un milieu neuf au suc- 
cinate. 

L’existence d’un délai nécessaire a la souche entretenue en 
alcool pour se développer dans un milieu au succinate a été 
observée plusieurs centaines de fois. Trois interprétations de 
ce phénoméne pouvaient étre envisagées 

a) la souche utilisée était impure, constituée par un mélange 
de germes dont les uns étaient capables, les autres incapables 
d’utiliser l’acide succinique ; 

b) le délai nécessaire au départ de la culture était di a la 
formation d’enzymes adaptatifs ; 

c) le délai nécessaire au départ de la culture correspondait 
au temps requis pour l’apparition d’une mutation. 

Pour la commodité de l’exposé qui va suivre, la souche 
normale entretenue en présence d’éthanol comme aliment 
carboné sera appelée N. Lorsque, par suite du changement 
étudié, elle devient capable d’utiliser l’acide succinique, elle 
sera appelée S +, alors que la souche N est S—, c’est-a-dire 
incapable d’utiliser immédiatement l’acide succinique. La 
notation bactérie S+ et bactérie S— sera aussi employée 
suivant que les bactéries sont ou non capables d’utiliser l’acide 
succinique. 


INFLUENCE DE LA TEMPERATURE 
SUR LA DUREE DE LA TRANSFORMATION S—>S +. 


On prépare une série de souches & 20, 22, 28, 37 et 39° C 
en présence de I goutte d’éthanol 4 1 p. 80 pour 5 cent. cubes 
de milieu. Avec II gouttes de ces souches dAgées de vingt- 
quatre heures, on ensemence des tubes de milieu au succinate 
et on porte les séries de tubes 4 la méme température que 
celle de la souche avec laquelle ils ont été ensemencés. Les 
tubes sont examinés tous les jours, et on note le moment ot 
apparait la culture. Cette culture, ainsi que nous le verrons 
par la suite, est produite par le développement d’un seul 
germe. Nous verrons également que l’apparition d’une culture 
ensemencée avec une seule bactérie demande quarante-huit 
heures environ. Lorsque nous observons un départ de la 
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culture dix jours aprés l’ensemencement, cela veut donc 
dire qu'il a fallu huit jours pour que l’une des bactéries 5— 
se transforme en une bactérie S +. C’est le temps nécessaire 
a la production de cette transformation, que par anticipation 
nous appellerons dés maintenant une mutation, qui est noté 
sur le tableau I. En regard du chiffre des jours, dans la 


Tastrau I. — Influence de la température 
sur le temps nécessaire 4 l’apparition de la mutation. 
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La colonne « jours » donne le nombre de jours nécessaires 4 la production de la muta- 
tion. Comme dans un tube ensemencé avec une seule bactérie le développement se produit 
en guarante-huit heures, le délai nécessaire 4 la production de la mutation est la durée 
de l’apparition de la culture diminuée de deux jours. Dans les colonnes correspondant aux 
diverses températures, les chiffres indiquent le nombre de tubes dans lesquels la mutation J 
s'est produite en un temps donné. Par exemple, en regard du chiffre 2, on trouve dans 
la colonne correspondant a 20° le chiffre 5; cela veut dire que dans cing tubes la mutation 
s'est produite en deux jours a 20° (culture en quatre jours). Les résultats correspondant a J 
cette expérience sont représentés sur les figures 1 et 2. 


colonne correspondant & une température déterminée, on a 
noté le nombre de tubes dans lesquels la multiplication se 
produit. Par exemple, en regard du jour 2 on trouvera dans 
la colonne correspondant & 20° le chiflre 5 : cela veut dire 
que, dans 5 tubes, la mutation s’est produite en deux jours. 


AN 
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c’est-a-dire que la culture s’est développée le septiéme jour. 

L’examen de la courbe intégrale de fréquence des transfor- 
mations montre que la fréquence maxima correspond a 
2,5 jours & 20, 22, 28°, A 6,5 jours A 33°, a 10,5 jours a 37° 
et a dix-sept jours & 39°. Entre 20° et 28° il n’y a donc pas. 
d’influence de la température sur la durée de la transforma- 


6 8 10 12 Ih 16 1/8 20 22 24 26 
Jours 


Fic. 14. — Courbe intégrale des durées de mutation. En abscisses, jours; en 
ordonnées, nombre de tubes. Les points représentent pour chacune des tem- 
pératures le nombre total de tubes dans lesquels la multiplication s’est pro- 
duite en un temps déterminé. Les valeurs sont calculées d’aprés les données 
du tableau I. Par exemple, pour une température de 20°, les points de la 
courbe correspondent a: 5,5+3=8;8+4=12, etc. La valeur correspon- 
dant au centre de la partie la plus inclinée de la courbe donne le temps 
moyen de mutation pour chacune des températures (voir fig. 2). 


tion S—>S +. Entre 28° et 39° il y a augmentation réguliére 
de cette durée (vy. fig. 4). 

L’examen du tableau montre que, pour une méme tempé- 
rature, les temps de transformation sont extrémement varia- 
bles suivant les tubes d’une méme série. I] peut par exemple 
y avoir une différence de quinze jours entre 2 tubes. Or tous. 
les tubes. ont été ensemencés avec la méme quantité de 
germes appartenant 4 la méme souche. Nous trouvons 1a un 
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argument important contre l’hypothése que la transforma- 
tion S—>S + pourrait étre due & une adaptation, question 
qui sera discutée a la fin de ce mémoire. 

Dans les expériences que nous venons de relater, les tubes 
ont été maintenus a la température méme d’entretien de la 
souche. D’autres expériences nous ont montré que le temps 
nécessaire a la transformation S—>S + est indépendant de 
la température 4 laquelle la souche a été entretenue. 

A partir de souches entretenues a 28, 35 ou 39°, nous avons 
ensemencé une série de tubes a 22, 28, 35 et 39°. Dix séries 


20 22 8 26 2 30 32 Sh JG 38 40, 


Fic. 2, — Courbe de la durée moyenne de mutation en fonction de la tempé- 
rature. En abscisses, température; en ordonnées, temps moyen nécessaire 


pour l’apparition de la mutation. Pour l’explication, voir légende de la 
figure 1. 


d’expériences ont été ainsi réalisées, dont nous jugeons 
inutile de donner le détail. Les résultats ont été les suivants. 

La durée de la transformation S—>S+ &@ 22, 28, 35, 39° 
est la méme, que la souche ait été entretenue A 28, 35 ou 39°. 
La durée de la transformation S—>S + ne dépend donc pas 
de la température 4 laquelle la souche a été cultivée, mais 
seulement de la température & laquelle l’expérience est 
réalisée. Ge n’est donc pas l'état antérieur au repiquage qui 
intervient, mais ]’état actuel. 

Enfin nous ajouterons que la- transformation S—>S + se 
produit également A la glaciére. Une série de tubes au succi- 
nate ont été ensemencés avec la souche N dans les conditions 
habituelles et portés & la température de + 41°. Tous les cing 
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jours on reportait l’un des tubes A la température de 35°. 
C’est a partir du trente-cinquiéme jour que le développement 
s'est montré régulier en quarante-huit heures (quarantiéme 
et quarante-cinquiéme jour) et en vingt-quatre heures (cin- 
quantiéme, cinquante-cinquiéme et soixantiime jour). Le 


_temps nécessaire 4 la production de la transformation a la 


température de + 4° est done de trente-cinq jours environ, 
temps supérieur & tous ceux observés pour les températures 
normales. 


IsOLEMENTS A PARTIR D’UN SEUL GERME. 


A Vaide du micromanipulateur de de Fonbrune, nous avons 
ensemencé des bactéries isolées & partir d’une souche entre- 
tenue en éthanol. Quinze ensemencements ont été réalisés, 
qui ont donné 7 souches. Les cultures sont apparues a 28° 
apres quarante-huit heures. 

Les 7 souches ainsi obtenues a partir d’un seul germe se 
sont comportées exactement comme la souche originelle. Elles 
ne se développent 4 37° en présence de succinate qu’aprés 
un délai de dix jours a trois semaines. Ceci prouve que des 
germes S— peuvent se transformer en germes S +. 


LA PRESENCE D’ ACIDE SUCCINIQUE EST SANS ACTION 
SUR LA DURKEE DE LA TRANSFORMATION ©£—>S 4+. 


Pour la solution du probléme qui nous préoccupait, il était 
essentiel de savoir si l’apparition de la forme S + était favo- 
risée par la présence d’acide succinique. 

Des tubes de 5 cent. cubes de milieu sont additionnés de 
I goutte d’éthanol a 1 p. 50 et de I goutte de succinate de Na 
a 4p. 10. La quantité d’alcool est suffisante pour permettre 
une bonne culture ; mais il n’y a pas excés d’aliment carboné 
et un milieu sans aliment carboné ensemencé avec I goutte 
de la souche ne montre pas de culture. Enfin, dans les condi- 
tions décrites; c’est la concentration en éthanol qui est le 
facteur limitant le développement bactérien, pour les bacté- 
ries S—, bien entendu. Ceci est trés important. En effet, 
ainsi que nous le verrons par la suite, lorsque l’on met en 


100 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TaBLEAu II. — Influence de la culture en présence d’acide succinique 
sur la durée de la transformation S—>S-+. 


JOURS 


Zworw 


4 
0 
3 
2 
2 
4 
4 
1 
il 
42 
1 
2 
4 
3 
2 
4 
0) 
4 
2 
0 
2 


oooor-~i-Aifo: 
SOSCOFP DOCOMO UE Ww 
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Dans la colonne « jours » les chiffres représentent le nombre de jours de culture dans 
un milieu a |’éthanol + succinate. Dans les colonnes correspondant aux diverses tempé- 
ratures, on ainscrit le nombre de jours nécessaires 4 l’apparition de la mutation dans le 
milieu au succinate. Par exemple, dans la colonne 39°, en regard du chiffre 2 on ‘trouve le 
chiffre 20; cela veut dire qu’aprés deux jours de culture en milieu a l’éthanol + succinate 
il a fallu vingt jours pour que la mutation se produise dans le milieu au succinate seul 
(culture en vingt-deux jours). On voit qu’a partir du dix-huitiéme jour les tubes souches 
contenaient des bactéries S +, puisque la multiplication dans le milieu au succinate se 
produisait en quarante-huit heures ou moins (délai 0). 


concurrence dans un milieu a base d’éthanol des bactéries S— 
et des bactéries S +, celles-ci disparaissent aprés quelques 
passages. Si donc nous voulons étre certains de favoriser les 
formes S + qui pourraient apparaitre en présence d’éthanol 
et de succinate, il faut que le développement de la forme S —, 
lequel ne peut se faire qu’aux dépens de l’éthanol, soit limité. 
La souche S$ +, qui peut utiliser le succinate, se développera 
seule lorsque tout lValcool aura été consommé. 

A partir de souches & 20, 22, 35, 37 et 39° C, on ensemence 
des tubes de milieu avec éthanol et succinate. Ges tubes sont 
placés & la méme température que la souche. Les cultures sont 
repiquées tous les jours. Tous les jours aussi on ensemence 
un tube contenant de l’acide succinique comme unique ali- 
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ment carboné. Les tubes sont examinés tous les jours et on 
note le moment de l’apparition de la culture. Le temps écoulé 
entre l’ensemencement et le départ de la culture diminué de 
deux jours représente, comme dans les expériences précé- 
dentes, la durée de la transformation de l’une des bactéries S — 
en bactérie S +. 

Les résultats des expériences sont représentés dans le 
tableau Il. Par exemple, le chiffre 20 en regard du chiffre 2 
de la colonne jours, dans la colonne correspondant a 39°, 
indique qu’aprés deux jours de culture en présence d’alcool 
et d’acide succinique, la transformation S—>S-+ s'est pro- 
duite en vingt jours dans le milieu & base d’acide succinique 
(culture en vingt-deux jours). 

Ces expériences montrent que la culture préalable de la 
souche S— en présence d’acide succinique (et d’éthanol) ne 
diminue pas le temps nécessaire & la transformation S—>S +. 

D’aprés les expériences qui précédent, on a l’impression 
que le succinate ne favorise pas la formation de bactéries S +; 
mais, dans un milieu au succinate, seules les bactéries S + 
peuvent se développer et le milieu sélectionne ainsi cette 
forme S +. 

La longue période de latence qui sépare l’ensemencement 
de bactéries S— du départ de Ja culture n’est pas due a 
Vadaptation au succinate, puisque les souches cultivées dans 
Je milieu alcool + succinate se comportent comme les souches 
en alcool seul. 


4 


EXISTENCE DE BACTERIES S + DANS LA soucHE N (S—). 


Deux séries d’expériences vont montrer que la transfor- 
mation S—>S + n’est pas une adaptation, mais qu’il existe 
dans la souche normale S—, isolée 4 partir d’un seul germe, 
de trés rares bactéries S +. 


A. EXpERIENCES SUR MILIEUX SOLIDES. — On prépare des 
milieux synthétiques gélosés & 2 p. 100 (la gélose doit étre 
trés soigneusement lavée). Les aliments carbonés, éthanol, 
succinate de Na sont ajoutés apres stérilisation. La gélose est 
coulée en boites de Petri ou en tubes de Legroux. Une souche 
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en éthanol (ayant passé vingt-quatre heures 4 37°) est centri- 
fugée et lavée pour éliminer l’aliment carboné. Elle est 
ensuite ensemencée a raison de 0c. c. 4 par boite, soit pure, 
soit aprés des dilutions qui vont jusqu’&é 40—’. Les boites 
sont portées 4 37°. Une numération préalable des germes dans 
les suspensions montre que chaque bactérie donne une colonie 
sur les milieux & l’alcool ; celles-ci sont bien développées 
aprés quarante-huit heures. Sur les milieux sans aliment car- 


Tapieau III. — Dénombrement des bactéries S + 
dans une souche N. 


NOMBRE DE COLONIES PAR BOITE APRES 48 HEURES 
DILUTIONS 


Acide succinique Kthanol 


Une souche cullivée en milieu a l'éthanol a été centrifugée et lavée. A partir de cha- 
cune des dilutions on a ensemencé des milieux gélosés soit 4 base d’éthanol, soit A base 
de succinate. Une seule colonie s'est développée sur le milieu au succinate, 640 millions 
sur le milieu 4 l’alcool. 


boné et sur les milieux au succinate, il n’y a pas eu une seule 
colonie. Nous avions vérifié préalablement que les bacté- 
ries S+ se développent fort bien sur un milieu gélosé au 
succinate. Dans cette expérience, les 3 millions de bactéries 
qui avaient été ensemencées sur le milieu au succinate étaient 
donc des bactéries S—. On pouvait conclure, soit qu’il n’y 
avait pas de bactéries S+ dans la souche N, soit qu’elles 
étaient trés rares. 

Deux autres expériences ont alors été réalisées, mais on a 
ensemencé, cette fois, avec une souche préparée de la méme 
fagon que dans l’expérience précédente, beaucoup plus de 
bactéries. Dans chacune des deux expériences, une seule 
colonie est apparue dans la série des bottes de milieux au 
succinate. On avait ensemencé dans la premiére série 640 mil- 
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lions de bactéries, dans la seconde 375 millions. Nous avons 
vérifié que chacune des deux colonies apparues sur le milieu 
au succinate était constituée par des bactéries S + (repi- 
quages positils dans les milieux au succinate), et nous avons 
vérifié également que les cultures ainsi développées étaient 
bien constituées par Moraxella lwoffi. 

Ces expériences montrent donc qu’une souche de vingt- 
quatre heures, dans un milieu a 1’éthanol, renferme des bac- 
téries S +, mais que celles-ci sont en proportion infime par 
rapport aux bactéries S—. 


B. EXPERIENCES EN MILIEUX LIQUIDES. — Si des bactéries S + 
existent réellement dans la souche N, il devait étre possible 
de les mettre en évidence par ensemencement large sur 
milieux liquides. 

a) Une souche N ayant passé vingt-trois jours 4 28° est 
centrifugée et lavée. Dix tubes sont ensemencés, chacun avec 
IV gouttes de suspension, soit avec 8 millions de bactéries. 
L’un des tubes est additionné d’éthanol, les autres d’acide 
succinique, et les tubes sont portés 4 37°. Dans le tube témoin 
avec éthanol, il y a une culture abondante aprés quarante- 
huit heures (le retard est dé a la centrifugation et au lavage). 
Aprés trois jours, il y a une culture dans un seul des 9 tubes 
au succinate. Dans les autres tubes, il n’y a aucun dévelop- 
pement pendant neuf jours ; le dixiéme jour seulement on 
note le départ de la culture dans 3 des tubes. 

La souche N de vingt-trois jours contenait donc une bac- 
térie 8 + pour 72 millions de bactéries S —. 

b) Une expérience similaire, également a 37°, a été effectuée 
avec une souche N ayant passé huit jours 4 28°. L’ensemen- 
cement a été effectué & raison de 12 millions de bactéries par 
tube. Un seul tube sur 9 a montré une culture le troisiéme 
jour ; les autres tubes n’ont pas montré de développement 
pendant neuf jours ; dans l’un d’eux une culture est apparue 
au dixiéme jour. 

La souche N de huit jours contenait donc une bactérie S + 
pour 108 millions de bactéries S—. 

c) Une expérience identique a été effectuée avec une 
souche N ayant passé huit jours 4 28°. Vingt-cing tubes ont été 
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ensemencés chacun avec 48 millions de bactéries. Aucun des. 
tubes n’a montré de multiplication pendant sept jours. Le 
huitieme jour le développement a commencé dans l'un des 
tubes. 

La souche N de huit jours contenait done moins d’une bac- 
térie S + pour 4530 millions de bactéries S—. 

d) Une expérience similaire a été réalisée avec une souche N 
de quarante-huit heures. Aucun des 44 tubes, dont chacun a 
recu 411 millions de bactéries, n’a montré de développement 
pendant onze jours. Le douziéme jour, le développement a 
commencé dans 3 des tubes. 

La souche N de deux jours renfermait donc moins d’une 
bactérie S + pour 424 millions de bactéries S—. 

L’ensemble de ces expériences réalisées sur milieux solides 
et en milieux liquides montre que des bactéries S$ + existent. 
en proportion infime parmi les bactéries S— de la souche N. 


STABILITE DE LA SOUCHE S$ +. 


Nous avons noté que lorsqu’on ensemence simultanément 
dans un milieu a |’éthanol des bactéries S — et S +, celles-ci 
disparaissaient. Cette disparition est due 4 la concurrence des. 
bactéries S—, et non a la transformation spontanée S + >S-—. 
Les expériences suivantes montrent en effet que les bacté- 
ries 8 + présentent un certain degré de stabilité. 

Une souche 8 + est entretenue 4 39° par repiquages jour- 
naliers pendant un mois dans le milieu au succinate. Elle est. 
alors transportée dans le milieu 4 l’alcool ot elle subit, 
toujours 4 39°, 60 passages en soixante jours. A ce moment, 
on effectue une numération des bactéries S+ et S— de la 
culture, et l’on constate que toutes sont des bactéries S +. 

Comme la transformation S—>S + se produit plus rapide- 
ment 4 28° qu’a 39°, on aurait pu supposer aussi que la trans- 
formation inverse serait plus facile 4 28° qu’a 39°. La souche 
S+ ayant passé deux mois & 39° est transportée & 28°. 
Apres deux repiquages, on laisse la souche vieillir pendant 
huit jours. On constate alors que, dans cette souche de huit 
jours, toutes les bactéries sont S +. A partir de cette souche 
vieillie pendant huit jours, on effectue 7 passages A vingt- 
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quatre heures d’intervalle, toujours & 28°. Aprés ces 7 pas- 
sages, toutes les bactéries sont toujours S +. 

Ces expériences montrent que la forme S + posséde une 
certaine stabilité. Nous ne voudrions pas cependant conclure 
que la transformation S—>S + soit irréversible, en d’autres 
termes, que la transformation S + >S— ne puisse avoir lieu. 
Le changement S—>S + est, nous l’avons vu, excessivement 
rare et l’on ne peut conclure d’expériences négatives, en 
nombre restreint, conduites pendant une durée forcément 
limitée, & Vimpossibilité d’un phénoméne dont 1’existence 
n'a pas été constatée. 


CONCURRENCE DES BACTERIES S 4+ ET S—. 


Puisque des formes 8 + apparaissent spontanément dans 
les cultures en milieu a base d’éthanol, on pouvait se demander 
- pourquoi les souches N sont toujours 8 —. 

Ensemencons simultanément dans un milieu a 1’éthanol 
une souche 8+ et une souche S—. Repiquons tous les jours 
la culture mixte. Aprés trois semaines, la culture est cons- 
tituée entiérement par des bactéries S—. Deux expériences 
similaires ont donné le méme résultat. 

Dans une troisiéme expérience nous avons ensemencé le 
milieu a l’éthanol avec 0c. c. 9 d’une souche S + et Oc. c. 4 
d’une souche S— (souches de vingt-quatre heures). Les 
cultures placées a 1’étuve & 28° ont été repiquées tous les 
jours. Aprés 3 repiquages, c’est-d-dire quatre jours aprés le 
premier ensemencement, la culture a été centrifugée, le culot 
repris dans un milieu sans aliment carboné, la suspension a 
été diluée, et I goutte de chacune des dilutions a été ense- 
mencée d’une part dans le milieu a |’éthanol, d’autre part 
dans le milieu au succinate (v. tableau IV, p. 106). Dans le 
milieu & l’éthanol, le développement s’est produit jusque dans 
le tube ensemencé avec la dilution 10—*; dans le milieu au 
succinate, dans le tube ensemencé avec la dilution 10—* seu- 
lement. Aprés 8 repiquages, c’est-d-dire neuf jours aprés 
-]’ensemencement mixte, la méme opération a été répétée. 
Le développement s’est produit dans les tubes avec éthanol 
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Tasteau [V. — Elimination des bactéries S + 
en concurrence avec les bactéries S —. 


APRES 4 JOURS APRES 9 JOURS 
(3 repiquages) (8 repiquages) 
DILUTIONS 


Ethanol Succinate Ethanol Succinate 


ale 
Ze 
aise 
ils 
ae 
2 
0 


+4+++44+ 


Dans un milieu A ]’éthano! on a ensemencé simultanément 0c.c. 9 de bactéries 8 4- et 
0 c.c. 1 de bactéries S —. Aprés un nombre variable de repiquages la culture a 6té cen- 
trifugée et les bactéries ensemencées, aprés dilution, dans des milieux a l’éthanol et dans 
des milieux au succinate. +, culture; 0, pas de culture. Dans la deuxiéme expérience, 
aprés huit repiquages l'ensemencement correspondant a la dilution 10—6 renfermait 
40 bactéries. Le rapport des bactéries S +/S — était done passé en neuf jours de 9 a 


moins de 0,025. 


jusqu’éa la dilution 410-7, dans les tubes avec succinate 
jusqu’a la dilution 10—° seulement. 

Ces expériences montrent que les bactéries 5 + ont tendance 
a disparaitre et disparaissent effectivement lorsqu’elles sont 
mises en concurrence avec des bactéries S— dans un milieu 
4 léthanol. L’élimination des bactéries S + se produit méme 
lorsqu’on ensemence neuf fois plus de celles-ci. que de bac- 
téries S—. 

Les choses ne se passeraient pas autrement si les bacté- 
ries S + se multiplaient plus lentement que les bactéries S —. 

Nous rappelons ici, pour les confirmer, les faits notés dans 
notre précédent travail : la souche N est incapable d’utiliser 
immédiatement comme aliment carboné, non seulement 
Vacide succinique, mais aussi les acides fumarigue et 
(I)-malique. Les bactéries N sont donc S—, F— et M—. Au 
contraire, les bactéries S + sont susceptibles d’utiliser immé- 
diatement les acides fumarique et (l)-malique. Les bacté- 
ries S + sont donc F+ et M+. 

L’étude physiologique comparative de la souche normale 
et des diverses mutations fera l’objet d’un mémoire séparé. 
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LA TRANSFORMATION S—>S + EST UNE MUTATION. 


On a rapporté a des mutations de nombreux changements 
des propriétés observées chez les bactéries. Rares sont cepen- 
dant les cas ot la réalité d’une mutation a élé démontrée. 
Enfin le nombre est restreint des mutations certaines que l’on 
peut rapporter 4 un changement biochimique défini. Les seuls 
faits de cet ordre semblent relatifs a l’acquisition par certains 
représentants de la série coli-typhique-dysentérique du pou- 
voir de faire fermenter des glucides non attaqués par les 
souches normales. Le cas le mieux étudié est celui du compor- 
tement de E. coli vis-a-vis des glucides, et surtout vis-a-vis 
du lactose. 

Massini (1906) [cn Neisser (1906)] (1) a décrit une souche de 
E. coli n’acidifiant pas les milieux en présence de lactose et 
ayant acquis soudainement ce pouvoir. Massini (1907) conclut 
que ce changement était une mutation. J. G. Marchal (1932) 
montre que dans une souche normale isolée a partir d’une 
seule bactérie on voit apparaitre des formes faisant fermenter 
le lactose. Enfin I. M. Lewis (4934) dénombre dans une souche 
les bactéries attaquant ou n’attaquant pas le lactose et trouve 
qu’un germe seulement sur 400.000 est capable de faire fer- 
menter le lactose et de l’utiliser comme unique aliment car- 
boné. Des expériences de Lewis ressort clairement le fait 
que des germes attaquant le lactose existent dans des milieux 
dépourvus de lactose. « Nous sommes obligés de conclure — 
écrit Lewis — que les sucres ou alcools agissent comme agents 
sélectifs spécifiques, pluté6t que comme stimulants de la varia- 
tion. » 

Cependant Karstrém nie la possibilité de l’apparition spon- 
tanée d’enzymes se faisant indépendamment de l’action du 
substrat. D’aprés cet auteur, le phénoméne envisagé dans le 
cas de E. colt se déroulerait de la facon suivante : par suite 


(1) La découverte du phénoméne et son interprétation sont souvent 
attribuées A Neisser, mais en réalité Neisser a simplement présenté les 
résultats obtenus par son éléve Massini 4 une réunion de microbiolo- 
gistes 4 Berlin. Le texte de Neisser ne laisse place 4 aucune ambiguilé ; 
encore convient-il de s’y reporter. 
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d'une mutation ou d’une variation, la bactérie acquiert le 
pouvoir de former la lactase et peut ainsi, en présence de 
lactose, former effectivement la lactase. La lactase de E. colt 
serait un enzyme adaptatit. 

Une digression est ici nécessaire. On sait depuis longtemps 
que « la production de diastases est en rapport avec le mode 
d’alimentation » (Duclaux, 1899). C’est ainsi que l’Aspergillus 
glaucus ne sécréte pas de caséase ni de présure sil est cultivé 
sur un milieu a base d’acide lactique ou de sucre (saccharose), 
mais en sécrdte par contre en présence de lait. Sur le milieu 
au lactate, il ya séerétion d’amylase, non de sucrase, alors 
que sur le milieu au sucre, il y a sécrétion de sucrase et non 
d’amylase (Duclaux, 1899). On sait maintenant que nombreux 
sont les micro-organismes qui n’attaquent un substrat déter- 
miné qu’aprés un contact plus ou moins prolongé avec ce 
substrat. Karstrém, & qui l’on doit une étude détaillée et 
systématique de ce phénoméne, a groupé sous deux chefs les 
enzymes bactériens : 4° les enzymes constitutifs, qui sont 
toujours présents dans les micro-organismes et dont la for- 
mation est « en principe » indépendante de la présence du 
substrat spécifique ; 2° les enzymes adaptatifs, dont la for- 
mation dépend de la présence du substrat. Ces enzymes, on 
le sait, peuvent se former en l’absence de toute multiplica- 
tion microbienne. C’est le cas de Vhydrogénelyase de E. coli 
(Stephenson et Stickland, 1933) et de la galactozymase de 
Saccharomyces cerevisiae (Stephenson et Yudkin, 41936). 
D’aprés Karstrém, les enzymes formés par « adaptation 
lente » chez une bactérie sont des « enzymes adaptatifs dont 
la formation doit étre rapportée & la variabilité des micro- 
organismes et a la sélection naturelle des variants aptes A 
se reproduire en présence du substrat spécifique ». 

Ce qui est certain, en tout cas, c’est que le temps néces- 
saire pour la production du phénoméne appelé « adaptation 
lente » représente, dans quelques cas au moins, le temps 
nécessaire & l’apparition et A la sélection de la mutation, et 
non a l’adaptation lente des enzymes. 

Il faut noter aussi que, par définition, les enzymes adap- 
tatifs disparaissent en l’absence du substrat spécifique. Cela 
a 6té effectivement constaté par exemple pour Vhydrogéne- 
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lyase de E. coli par M. Stephenson et Stickland (1932) et pour 
la galactozymase de Saccharomyces cerevisiae par M. Ste- 
phenson et Yudkin (1936). Or la souche de FE. coli ayant acquis 
le pouvoir d’utiliser le lactose conserve ce pouvoir en ]’absence 
du glucide considéré. Ce fait semble aller & l’encontre de la 
conception d’aprés laquelle enzyme attaquant le lactose est 
un enzyme adaptatif. 

Chez Morazella lwoffi le changement S—>S + a été obtenu 
chez 2 souches normales, T et B, isolées & partir de 2 malades 
différents, et chez 7 clones, isolés & partir d’une seule bac- 
térie. Le temps qui s’écoule entre l’ensemencement de la 
souche S— et le départ de cette souche en présence d’acide 
succinique est, nous J’avons vu, variable suivant la tempé- 
rature et variable aussi pour une méme température. Si la 
transformation était une adaptation, on pourrait s’attendre, 
étant donné le grand nombre de bactéries S— ensemencées 
(plusieurs millions par tube) & une plus grande régularité du 
phénoméne. 

La présence d’acide succinique est sans influence sur la 
durée de la transformation S—>S +. I existe des bacté. 
ries S$ + dans la souche normale ; ces bactéries sont parfois 
en trés petit nombre : une pour plusieurs centaines de mil- 
lions. Enfin la souche 8 + entretenue pendant deux mois en 
V’absence de succinate reste apte a utiliser l’acide succinique. 

De tout ce qui précéde, il semble logique de conclure que 
la variation S—>S + est une mutation. L’acide succinique 
dans un milieu contenant le succinate de sodium comme 
unique aliment carboné joue donc un role sélecteur : il permet 
d’obtenir le développement de Ja forme S+ a l’exclusion de 
la forme- S—. 

La possibilité pour Moraxella lwoffi de former une muta- 
tion S+ s’est montrée constante pendant deux ans. La 
souche utilisée a été déposée en 1939 a la collection de 1’Ins- 
titut Pasteur (R. Legroux) et & la collection du Lister Institute 
(R. St-John Brooks). Avec la souche de la collection de -1’Ins- 
titut Pasteur, entretenue sur gélose bouillon ordinaire depuis 
dix-huit mois, nous avons retrouvé, en 1940 et 1941, la méme 
mutation, se produisant dans les mémes conditions qu’en 
4939. Cette mutation a été obtenue jusqu’ici plus de 380 fois. 
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On peut donc conclure que la possibilité de Ja transfor- 
mation S—>S + est une propriété stable de Moraxella lwoffi. 
La possibilité de l’apparition de tel ou tel enzyme, qu "il se 
forme par adaptation ou par mutation, est manilfestement 
une propriété de l’espéce ou de la variété. 5i nous ue 
faire intervenir les enzymes dans la diagnose des espéces, i 
faudra nécessairement considérer trois sortes d’enzymes 

1° Les enzymes constitutifs au sens de Karstrém ; 

2° Les enzymes adaptatifs possibles au sens de Karstrém ; 

3° Les enzymes liés 4 l’apparition d’une mutation. 

La définition d’une espéce doit comprendre nécessairement, 
non seulement les propriétés actuelles, mais, pour employer 
l’expression de Pasteur, le « devenir » de cette espéce. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Moraxella lwoffi cultivée en milieu synthétique a base 
de sulfate d’ammoniaque et d’éthanol est incapable de se 
multiplier d’emblée dans un milieu ot l’aliment carboné est 
représenté par l’acide succinique (bactéries S—). Le déve- 
loppement en présence de succinate ne commence qu’apres 
une phase négative de durée variable suivant la température. 
Pour une méme température, il y a également des différences 
qui peuvent atteindre quinze jours entre les différents tubes. 

2° Sept clones isolés 4 partir d’une seule bactérie se sont 
comportés de la méme facon que les deux souches normales 
isolées a partir de deux malades. 

3° Les bactéries cultivées en milieu & ]’éthanol + acide 
succinique se comportent exactement de la méme facon que 
les bactéries cultivées en présence d’éthanol seul. 

4° Dans une souche normale, isolée ou non a partir d’un 
seul germe, entretenue en présence d’éthanol, il existe des 
bactéries susceptibles de se multiplier en présence d’acide 
succinique (bactéries S +). La proportion des bactéries S + 
par rapport aux bactéries S— est de une pour plusieurs 
dizaines ou pour plusieurs centaines de millions. 


0° Les bactéries S + disparaissent lorsqu’elles sont mises 
en concurrence avec des bactéries S— dans un milieu a base 
d’éthanol. 
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6° Les bactéries S+ entretenues dans un milieu a base 
d’éthanol conservent pendant plus de trois mois la propriété 
d’utiliser immédiatement l’acide succinique. La transforma- 
tion S+>S-— n’a pas été obtenue au cours de nombreuses 
expériences. 


FO. 


7° La transformation S—>S+ est une mutation dont 
Vapparition a été observée plus de trois cent cinquante fois 
en deux ans. 

8° L’acide succinique est sans influence sur la genése de la 
mutation. Les milieux a l’acide succinique exercent une action 
sélective : ils permettent le développement des bactéries S + 
a l’exclusion des bactéries S—. 
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C. Poids de la toxine précipitée par le sulfate d’ammonium. 


Il. Titrage de la toxine vibrion septique. 


A. VALEUR DE LA DOSE MINIMA MORTELLE. 


1° Dose minima mortelle et stabilité de la toxine vibrion septique 
préparée dans le bouillon Vf ordinaire (digestion pepsique de 
viande et de foie de beeuf). 
a) Dose minima mortelle de la toxine liquide. 
6) Dose minima mortelle de la toxine précipitée. 
c) Propriétés antigénes de la toxine précipitée. 
d) Stabilité de la toxine vibrion septique, liquide “et préci- 
pitée. 
2° Dose minima mortelle de la toxine vibrion septique obtenue 
dans le bouillon Vf ordinaire additionné de différentes sub- 
stances. 


* Synonymes : OEdembacillus ; Bacillus septicus ; Clostridium septi- 
cum ; Clostridium cedematis-maligni. 
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a) Toxinogenése en présence de phosphate bipotassique et 
de pyruvate de sodium. 
a) Action du tampon sur la toxinogenése. 
8) Vitesse de formation dans la toxine vibrion septique. 
b) Toxinogenése en présence d’acide ascorbique (vitamine C). 
c) Toxinogenése en présence de sang desséché. 
3° Dose minima mortelle de la toxine vibrion septique préparée 
dans divers bouillons. 
a) Digestion pepsique de foie de cheval. 
b) Digestion pepsique de viande et de foie de cheval. 


B. VALEUR DE LA « DOSE-TEST » DE LA TOXINE VIBRION SEPTIOUE. 


Ill. Titrage des sérums anti-vibrion septique. 


CoMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS AVEC DIVERS ECHANTILLONS DE 
TOXINE HOMOLOGUE. 
a) Titrages avec une « unité » de toxine. 
b) Titrages avec une « dose-test » de toxine. 


TY. Résumé et conclusions. 


Apres avoir présenté, dans un mémoire antérieur (4), l’his- 
torique de la question du titrage des sérums anti-perfringens, 
anti-vibrion septique, anti-histolytique et anti-cedematiens, 
nous avons insisté sur la fréquence des résultats discordants 
que l’on obtient au cours de la détermination du titre anti- 
toxique des sérums anti-perfringens effectuée in vivo avec 
divers échantillons de toxine homologue ; nous avons mul- 
tiplié les exemples afin de bien mettre en évidence |’impréci- 
sion des données fournies par cette-méthode de dosage et la 
variabilité de constitution antigénique de la toxine perfrin- 
gens. Nous avons montré qu’il existe des différences de com- 
position non seulement entre des échantillons de toxine pré- 
parés de la méme maniére dans des bouillons Vf (2) faits a 
des dates différentes, mais encore entre des toxines élaborées 
dans des volumes égaux du méme bouillon. Nous avons indigqué 
le mode général de préparation de ces échantillons, évalué 
les effets hémolytiques et gélatinolytiques de quelques-uns 


(1) Guritaumie (Maylis). Ces Annales, 66, 1941, p. 205 4 247. 
(2) Digestions pepsiques de viande et de foie de beuf. 
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d’entre eux et finalement comparé les valeurs antitoxiques et 
antihémolytiques (3) de plusieurs sérums anti-perfringens. 
Nous exposons dans le travail actuel les résultats de nos 
recherches, d’une part, sur la préparation et le titrage de la 
toxine du vibrion septique, d’autre part, sur l’évaluation im 
vivo de l’activité antitoxique des sérums anti-vibrion septique. 


* 
* * 


Depuis les premiéres observations de Leclainche (4), de 
Leclainche et Morel (5) sur les propriétés toxiques des cultures 
de Vibrion septique, de nombreux auteurs ont déterminé, par 
des procédés variés (injections intraveineuses au cobaye, au 
lapin ou a la souris, injections intramusculaires ou intrapéri- 
tonéales au cobaye) et aprés des périodes d’incubation plus 
ou moins longues, la toxicité des bouillons qu’ils ont ense- 
mencés. (Les durées d’incubation des cultures ont été de dix- 
huit & quarante-huit heures ou de cing & quinze jours.) A peu 
prés tous les auteurs ont employé des bouillons glucosés (6) 
et, des recherches comparatives effectuées par Karube, par 
Walbum et Reymann, il ressort que les concentrations élevées 
en glucose permettent d’obtenir des toxines contenant, par 
centimétre cube, un nombre plus grand de doses mortelles 
que les bouillons plus faiblement glucosés. 

Dans le but de renforcer la production de la toxine, quel- 
ques auteurs ont ajouté de la craie au bouillon pour neutra- 
liser l’acidité qui augmente progressivement pendant le déve- 
loppement (7) ou des peptones variées pour accroitre la valeur 


(3) Guirtaumiz (Maylis). Ces Annales, 66, 1941, p. 329. 

(4) Lecuamcur. Arch, Méd., Toulouse, 1898, p. 397. 

(5) Lecuaincue (E.) et Moren. Ces Annales, 16, 1901, p. 1. 

(6) Nicorz (M.), César (E.) et Rapuai, (A.). Ces Annales, 29, 1915, 
p. 165. — Rapwaén (A.) et Frasey. C, R. de l’Acad. des Sc., 64, 1915, 
p. 361. — Wernserc (M.) et Secuin (P.). C. R. de la Soc. de Biol., 80, 
1917, p. 715. — Wut (0.). Bioch. Zeitsch., 18, 1919, p. 1181. — Bernc- 
ston (Ida). Public Health, 49, 1934, p. 251. — Ronertson (Muriel). J. of 
Path. a. Bact., 28, 1919, p. 153 & 170. — Karuse (H.)..Jap. Journ. of 
exper. Med., 12, 1934, p. 151 A 168. 

(7) Ficker (M.). Med. Klin., 13, 1917, p. 1181. — Worn (O.). Loe. 


cit. — Waxsum (L. E.) et Reymann (G. C.). J. of Path. a. Bact., 42, 1936, 
p- 351 & 361. 
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nutritive des bouillons : les résultats les meilleurs sont obtenus 
avec la peptone Chapoteaut dans les expériences de Karube (8), 
avec la peptone Riedel dans les expériences de Walbum et 
Reymann. L’addition de sérum de cheval, considérée comme 
favorable par Ida Bengston, est jugée inutile par Walbum et 
Reymann. M. Roberston a ajouté du foie frais de cobaye, 
Barg (9), de la substance cérébrale ; quelques auteurs ont 
comparé plusieurs sortes de bouillons de viande : d’aprés 
Karube, le bouillon a la viande de veau et le bouillon Vf sont 
supérieurs au bouillon ordinaire, au bouillon Martin ou au 
bouillon Tarozzi. 

Nous n’indiquerons pas les titres trés faibles des toxines 
obtenues par les premiers expérimentateurs : les résultats des 
titrages effectués aprés de longues périodes d’incubation (neuf 
& quinze jours) n’indiquent vraisemblablement pas la toxicité 
maxima atteinte par les cultures. Le premier, Ficker, a donné 
le titre’de toxines de grande nocivité : 200 D. M. M. par cen- 
timétre cube, aprés huit jours de culture en bouillon glucosé 
additionné de craie et d’huile de paraffine (titrages sur souris 
de 15 grammes, injections intraveineuses). 

Au cours de nos différentes expériences nous avons évalué, 
seize & quarante-deux heures aprés l’ensemencement et par 
la méthode des injections intraveineuses a des souris de 17 a 
20 grammes, le titre de la toxine vibrion septique obtenue 
dans du bouillon Vf glucosé a des taux variés, additionné ou 
non de substances susceptibles de renforcer la toxinogenése. 


(8) D’aprés cet auteur il se produit de l’hémolysine dans les milieux 
contenant de la peptone Chapoteaut et il ne s’en produit pas dans les 
milieux avec peptone de Witte. 

(9) Bare (C. S.). Zeitsch. f. Immunitdtsf., 74, 1932, p. 367. 


116 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


I. — PROCEDE DE PREPARATION 
DE LA TOXINE VIBRION SEPTIQUE 


A. — Bouillon ensemencé dans nos expériences. 


Du bouillon Vf ordinaire — préparé avec de la viande et du foie de 
boeuf — est porté a la température de 60°-70°, puis additionné d’une 
quantité suffisante de soude pour ajuster le pH a 7,7-7,8; apres un 
chauffage de quinze minutes & 100° suivi d’une filtration, il est réparti 
en flacons de 5 litres en verre pyrex ; il est ensuite glucosé 4 raison de 
2, 5 ou 10 grammes par litre et, finalement, stérilisé 4 110° pendant 
vyingt-cing 4 trente minutes (10). Le bouillon: stérile est rapidement 
amené a Ja température de 37° dans un bain-marie et chaque flacon 
est alors ensemencé avec 30 cent. cubes environ d’une culture de seize 
a vingt heures de vibrion septique faite dans du bouillon Vf, pH 7,6-7,7, 
glucosé & 2 ou 5 p. 1.000 (11). Au bout de vingt-quatre, trente-six ou 
quarante-deux heures d’étuve a 87°, les cultures sont centrifugées ; 
une partie du liquide de centrifugation est conservée au frigidaire, 
l’autre partie est additionnée de 625 ou de 700 grammes par litre de 
sulfate neutre d’ammonium chimiquement pur, pour précipiter la 
toxine vibrion septique. Nous effectuons cette précipitation exactement 
comme nous l’avons fait pour obtenir la toxine perfringens préci- 
pitée (12). 


B. — Souche employée. 


Jusqu’en janvier 1939, nous avons utilisé, pour préparer 
réguliérement les quantités de toxine vibrion septique néces- 
saires & l’immunisation de nos chevaux et au titrage des. 
sérums, une souche de vibrion septique (souche Feunten) 


subissant tous les mois, depuis des années, deux passages sur 
cobayes. 


Le pouvoir toxigéne de cette souche s’étant progressivement 


(10) En déterminant, aprés stérilisation, le pH de 16 bouillons glu- 
cosés 4 5 p. 1.000, nous avons constaté que le pH de 4 d’entre eux 
était de 7,5 ou 7,55, et celui des 12 autres de 7,6 ou 7,65. 

(11) Lorsque l’ensemencement ne peut étre effectué le jour méme 
de l’alcalinisation et de la stérilisation du bouillon, nous conservons: 
les flacons 4 la température du laboratoire. Le jour de l’ensemence- 
ment le bouillon est d’abord privé d’air par un chauffage de trente 
minutes 4 100°, i] est ensuite rapidement amené a 37°, puis les différents. 
flacons sont ensemencés comme ci-dessus. 

(12) Guittaumie (Maylis). Ces Annales, 66, 1941, p. 228. 
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alfaibli pendant le dernier trimestre de l’année 1938, nous 
Yavons abandonnée et, depuis le début de 1939, nous 
employons un échantillon de cette souche conservé & la tem- 
pérature du laboratoire depuis 1917, dans un tube scellé sous 
le vide. Aprés un seul repiquage et sans passage préalable 
sur animal, elle nous permet d’obtenir d’emblée, ainsi que 
nous le verrons plus loin, des échantillons de toxine liquide 
et de toxine précipitée de titre élevé. 


C. — Poids de la toxine précipitée. 


La toxine qui vient d’étre précipitée par le sulfate d’am- 
monium est aussitdt placée dans de grandes boites de Pétri 
inclinées ou essorée par succion prolongée sur la plaque 
poreuse d’un filtre en verre d’léna ajusté sur une fiole 
a tubulure latérale reliée & une trompe a vide. La toxine 
ainsi débarrassée le plus possible du sulfate d’ammonium 
dont elle est imprégnée est ensuite desséchée dans une cloche 
a vide, 4 la température du lJaboratoire et a l’abri de la lumiére. 
Apres pulvérisation, nous la conservons 4 2° en ampoules de 
verre scellées sous le vide. 

Dans le tableau I nous spécifions la date de préparation de 
44 échantillons de toxine séche, la concentration du bouillon 
en glucose, le poids de toxine obtenu par litre de bouillon et 
Ja dose minima mortelle de chaque échantillon. 

Les résultats de ce tableau indiquent que nous avons obtenu 
6 er. 400 a 18 gr. 250 de toxine séche par litre de bouillon 
ensemencé ; la moyenne de 11 préparations est de 9 gr. 520 
par litre. 

Nous avons calculé le poids moyen de toxine obtenue a 
partir des bouillons contenant 2, 5 ou 10 grammes par litre 
de glucose. 


Voici nos résultats : 


GRAMMES 
par litre 
Poids moyen de toxine obtenu dans les bouillons glucosés 
SONNAGOET LO ai eths paves SES eT ey . 6,980 
ie moyen de toxine obtenu dans les bouillons glucosés frat 
BL Owl NOra gute. SS ORM DM al oe eee te ior ou Bota: 1,98 
Poids a tae de toxine obtenu dans les bouillons glucosés 
MLO OOUe eee ayn) ee Rn Oa re ae 9,630 
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Tasteau I. — Dose minima mortelle de 14 échantillons de toxine 
vibrion septique préparés dans des bouillons Vf glucosés a 2,5 
ou 10 grammes par litre. Poids sec de toxine obtenu par litre de 
bouillon ensemencé. 

ee Y 


POIDS SEC 


de toxine Does 


minima mortelle 


ECHANTILLON DE TOXINE GLUCOSE 


. par 
(date litre de bouillon 


par 
, litre de bouillon 
de l’ensemencement) (grammes) 


(grammes) (milligramme) 
Ss 


eee or 
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Vo (28 février 1935) ._. 
V, (24 février 1937). . 
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V; 


1% 


2 
3 
4 
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Soo Oo: 


me 
ce 


(25 février 1939). . 
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( 
( 
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25 octobre 1939) . 


6 novembre 1937). 
8 avril 1938) 
7 juin 1936). . 


ooo oococo 


ooo ooooco 
(oom Si ae 2} CrCr nS -I 


Ces chiflfres moyens indiquent que le bouillon glucosé a 
10 p. 1.000, moins favorable a la production de la toxine 
vibrion seplique que le bouillon glucosé a 5 p. 1.000, est pré- 
férable au bouillon glucosé & 2 p. 1.000. Faisons remarquer 
toutefois que le pozds de toxine et le nombre de doses mortelles 
obtenus dans les bouillons glucosés a 10 p. 1.000 ne sont pas 
d’une maniére constante supérieurs & ceux que l’on recueille 
a partir des bouillons glucosés & 2 p. 4.000. Ainsi le 6 novem- 
bre 1937, aprés quarante-deux heures d’étuve, nous avons 
bien obtenu, par litre de bouillon, un poids de toxine plus 
grand dans le bouillon glucosé & 40 p. 1.000 (12 gr. 500) que 
dans le méme bouillon additionné seulement de 2 p. 41.000 de 
glucose (7 gr. 250) ; mais dans l’essai du 48 avril 1938, par 
contre, cette action favorisante d’une trés forte concentration 
de glucose sur la production de la toxine ne s’est pas mani- 
festée : nous avons obtenu au bout de quarante-deux heures 
d’étuve, par litre de bouillon, 6 gr. 400 de toxine séche d’acti- 
vité analogue, que le bouillon soit glucosé & 2 ou a 40 p. 4.000. 

Nous avons calculé le pourcentage de toxine précipitée par 
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le sulfate d’ammonium. Au cours des 10 expériences exami- 
nées & ce point de vue nous avons constaté que le précipité 
obtenu contenait respectivement 51,4, 43, 30, 74, 88,7, 36,4, 
30,3, 91, 90, 58 p. 100 de la toxine présente dans le liquide 
soumis & la précipitation. Le pourcentage moyen de la toxine 
précipitée au cours de ces 10 expériences a été de 64,8 p. 100 
(le plus faible se rapporte & la toxine V, et le plus élevé a la 
toxine V,). 


ll. — TITRAGE DE LA TOXINE VIBRION SEPTIQUE 


A. — Valeur de la dose minima mortelle. 


4° Dose MINIMA MORTELLE ET STABILITE 
DE LA TOXINE VIBRION SEPTIQUE 
PREPAREE DANS LE BOUILLON VF ORDINAIRE. 


a) DOSE MINIMA MORTELLE DE LA TOXINE LIQUIDE. — Le titre 
des toxines est déterminé, aussitét aprés la centrifugation, sur 
souris de 17 & 20 grammes (13). Au cours de ces titrages 
chaque souris recoit, en injection intraveineuse, 0 c. c. 3 des 
liquides centrifugés, convenablement dilués; dans le tableau II, 
nous indiquons les dilutions que nous effectuons générale- 
ment. - ‘ 

Résultats : 1° Lorsque nous avons effectué ]’ensemencement 
des bouillons avec la souche de vibrion septique qui venait de 


(13) Nous avons déterminé aussi le titre de plusieurs échantillons de 
toxine vibrion septique filtrés sur bougie L,. Mais avant d’effectuer cette 
filtration nous avons pris la précaution de clarifier la toxine en l’addi- 
tionnant de 2 p. 1.000 de célite (de célite n° 503 ou d’hyflosupercel). 
Le mélange est agité, filtré plusieurs fois sur papier, puis sur bougie. 
Dans ces conditions, toute la toxine traverse la bougie : on s’en assure 
en déterminant comparativement le titre de la toxine simplement cen- 
trifugée et de la toxine filtrée apres clarification. © 

La célite est aussi un bon adjuvant de filtration dans le cas de la 
toxine perfringens ; en utilisant comparativement la terre d’infusoires 
et la célite pour clarifier cette toxine avant de la filtrer sur bougie, nous 
avons constaté qu’il vaut mieux employer la premiére substance que la 
deuxieme : le titre de la toxine perfringens filtrée aprés agitation avec 
la terre d’infusoires est beaucoup plus faible que celui de la toxine 
clarifiée avec la célite. 
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TaBLEAu Il. — Détermination du titre 
d@’un échantillon de toxine vibrion septique. 


‘ ANTITE 
TOXENE a voLUME ToTaL | Quanen. 


NUMERO centrifugée physiologique AankeONeAOnS 


: centimétres Fi 
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cubes) cubes) cubes) ! cube) 


ee aiEEEEEEnEel 


4/10 

4/50 
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4/150 
1/200 
4/300 
1/400 
4/500 


2 Ot Cr Cz 


4 
3 
4 
3 5 
4 
4 
4 
4 


Ot Or Or OC 


subir deux passages sur cobayes, nous avons obtenu des 
toxines contenant 100 & 300 doses mortelles (D. M.) par centi- 
métre cube. Voici, en effet, la toxicité de quelques-uns des 
liquides de centrifugation alors titrés. 

Le 6 novembre 1937, nous avons préparé, 4 partir du 
bouillon glucosé & 2 p. 1.000, une toxine liquide qui a tué la 
souris a la dose de 1/200 de centimétre cube et, avec le méme 
bouillon glucosé & 410 p. 4.000, une toxine qui a tué au 1/300 
de centimétre cube. (Dans ces expériences, la centrifugation 
de la culture a été effectuée quarante-deux heures aprés l’ense- 
mencement.) 

Le 418 avril 1938, les bouillons glucosés 4 2 et & 3 p. 1.000, 
centrifugés aprés quarante-deux heures d’étuve, ont fourni 
des toxines contenant 150 4 200 D. M. par centimétre cube. 
La toxicité de la préparation du 27 juin 1938 (Vf glucosé a 
10 p. 1.000) a été comprise entre 1/100 et 1/200 de centimetre 
cube. 

2° Depuis que nous réalisons l’ensemencement des bouillons 
avec la souche qui n’a pas subi de passages sur cobayes depuis 
1917, nous obtenons des toxines qui contiennent 100 4 400 
doses mortelles par centimétre cube. En effet, parmi 35 pré- 
parations effectuées en flacons de 5 litres : 

9 ont titré 100 & 200 D.M. par centimétre cube. 
14 ont titré 200, 250 ou 250 a 300 D.M. par centimétre cube. 


44 ont titré 300 ou 300 a 400 D.M. par centimetre cube. 
1 a titré 400 D.M. par centimétre cube. 
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Exemples : la toxicité des préparations du 3 mai, des 43, 17 
et 26 juin 1939, a été de 200 a 300 D. M. par centimétre cube 
aprés quarante-deux heures d’étuve, dans les bouillons glu- 
cosés 45 p. 1.000. Aprés vingt-deux a vingt-six heures d’étuve 
a 37°, nous avons obtenu dans les bouillons également glu- 
cosés & 5 p. 1.000 : 


D.M. 
par centimétre cube 
Mermoamars ehlessvanril G20 cos a see hae ees c= 250 
Werietevorermetele: 23; avril 19u0es ee ree nee Se ie es 250-300 
Le 5 septembre, le 28 décembre 1939, le 34 janvier 1940. . 300 
Le 17 janvier, les 7 et 21 mai et le 2 juin 1940 (14) . . . . 300-400 


Signalons que le pH des cultures centrifugées au cours de 
ces diverses préparations a varié entre 5,3 et 6,3. 

Ajoutons aussi que le pouvoir antigéne de nos échantillons 
de toxine est intense : injectés 4 doses croissantes, tous les 
sept jours, 4 des chevaux ayant préalablement recu trois vac- 
cinations d’anatoxine vibrion septique faites & sept jours d’in- 
tervalle (15), ils nous ont permis d’obtenir, au bout de six a 
huit semaines, des sérums contenant, par centimétre cube 


UNITES ANTITOXIQUES 


internationales 
SOM aaa OU memes: ee deuce ch wcyeapn ctSateh glen te Chevyaux 74, 72, 73, 14. 
VED SE AA shes ta sd oe Seat whut) Otte. ohn sey Cheval 42. 
AO OA Oa ay wae pra tetlwiie USULS Sons: kGl ol pbenee Cheval 44. 
BOG) 6. GN! === ont cute te BoB bang 0 pMorx Cheval 50. 


Les animaux qui ont atteint un tel degré d’immunisation 
subissent alors, tous les mois, deux saignées de 6 litres et 
deux injections sous-cutanées de toxine vibrion septique préa- 


(14) Les toxines du 23 avril, des 7 et 21 mai, du 2 juin 1940 sont 
obtenues A partir d’un bouillon fait le 17 avril 1940 et alors divisé en 
quatre parties ; chaque partie a été ajustée & pH 7,7-7,8 et glucosée a 
5 p. 1.000 un ou deux jours avant d’étre utilisée pour préparer l’une 
des toxines mentionnées. Le titre des 4 toxines obtenues indique que 
la valeur nutritive du bouillon Vf se maintient au cours du vieillisse- 
ment. 

(15) Doses d’anatoxine injectées : 25, 50, 100 cent. cubes. Doses suc- 
cessives de toxine vibrion septique ultérieurement injectées : 10, 25, 
50, 100, 200, 300, 350, 400, 500 cent. cubes (injections sous-cutanées) ; 
titre des toxines généralement employées : 150 et 200 doses mortelles 
par centimétre cube. 
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lablement titrée par la méthode des injections intraveineuses 
& la souris. Malgré les saignées, le degré d’immunisation 
augmente généralement, atteint un maximum, puis reste fré- 
quemment intense pendant plusieurs mois avant de diminuer 
notablement. Voici, sept & douze mois aprés le début de 1’im- 
munisation, le titre du sérum de quelques chevaux soumis 
ainsi 4 deux injections d’entretien suivies de deux saignées 
mensuelles : 


UNITES 
par centimetre cube 
400-600 -.—... . * cour SAB Lee ae) eg Ma Coe aes Cheyaux 71, 74. 
800» ~ 2 Ge a ee ee ... Cheval 41. 
S00=1, 000. oo 50 Ge cere Cale cnc ee ee Chevaux 44, 50, 526. 
A O00 © <ck%s Aes Akai eee ketene ere cae met Cheval 70. 
10004), 200 anch 5 et ae Soe ke ope see Cheval 73. 
A 20094 S00" ccc cies Wee cee Ape Gates ae veer ians Cheval 42. 
1500-41800) S 5 Se ie cy count mee teres Cheval 72. 


Le cheval 850, dont l’immunisation a été commencée le 
34 mai 1939, a encore fourni au cours des mois de mai a 
septembre 1940 du sérum dont le titre a été de 600 a 800, 
800 et méme 800 & 1.000 unités par centimatre cube. 

L’immunisation du cheval 720 a débuté en septembre 19388. 
Ce cheval procure encore du sérum fortement antitoxique 
les saignées des mois d’aotit et septembre 1940 titraient res- 
pectivement 1.200 & 41.500 et 41.200 unités par centimétre 
cube (16). 

Nous avons déterminé parallélement le titre antitoxique et 
le titre agglutinant (17) de quelques-uns de ces sérums : 


TITRE ANTITOXIQUE 


ENR TITRE AGGLUTINANT 
SSntbun 720... sweeiay cena ous 600 5.000 
DERUM si 42 00.7125, cee rec ernie caer 800 & 1.000 5.000 


(16) Le titre du sérum de tous les chevaux mentionnés est déterminé 
vis-a-vis d’une « dose-test internationale » de l’échantillon de toxine 
vibrion septique V 5 ; cette « dose-test » représente 46 doses mortelles 
de toxine pour la souris (injections intraveineuses). 

(17) Pour déterminer le titre agglutinant d’un sérum nous utilisons 
les microbes d’une culture de vingt-quatre heures, séparés par centri- 
fugation puis mis en suspension dans de l’eau physiologique. Dans une 
série de tubes nous introduisons 2 c. c. 5 de cette suspension et 0c. c. 2, 
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Les toxines conservées au frigidaire depuis quatre a six 
mois permettent de maintenir a un taux élevé le degré d’im- 
munisation des chevaux, c’est dire la stabilité de leur pouvoir 
antigéne. 

Jusqu’ici nous n’avons mesuré directement ni la valeur 
antigéne des échantillons d’anatoxine que nous avons employés 
pour commencer l’immunisation des chevaux, ni celle des toxines 
qui ont déterminé l’hyperimmunisation. Grace a la méthode 
rapide de la floculation mise au point par M. Ramon (18) nous 
espérons pouvoir a l’avenir réaliser de telles déterminations. 


b) Dose MINIMA MORTELLE DE LA TOXINE PRECIPITEE. — Les 
résultats du tableau I montrent que les valeurs de la dose 
minima mortelle (D.M.M.) de 414 échantillons de toxine 
précipitée par le sulfate d’ammonium sont comprises entre 
0 milligr. 045 et 0 milligr. 09 (dose minima mortelle moyenne 
de ces 14 échantillons : 0 milligr. 069). 

Ainsi, le 18 avril 19388, les D. M. M. des toxines préparées 
4 partir des bouillons glucosés 4 2 et 10 p. 1.000 ont été res- 
pectivement de 0 milligr. 05 et 0 milligr. 045 ; le 6 novembre 
1937 nous avons obtenu, par litre de bouillon glucosé a 
2 p. 1.000, 7 gr. 280 de toxine séche et, par litre de bouillon 
glucosé 4 40 p. 1.000, 12 gr. 500 de toxine ; la valeur de la 
1D. M. M. de ces deux toxines a été de 0 milligr. 08. 

Le 25 octobre 1989, nous avons ensemencé du bouillon glu- 
cosé & 8 p. 1.000 : une partie a été maintenue 4 37° pendant 
vingt-six heures, l’autre partie pendant quarante-deux heures. 
Nous avons précipité, par litre de culture centrifugée vingt- 
six heures aprés l’ensemencement, 418 gr. 280 de toxine et, 
par litre de culture centrifugée quarante-deux heures aprés 
Vensemencement, 13 gr. 500 de toxine ; dose minima mor- 
0c. c. 1, Oc. c. 05 du sérum A titrer pur ou convenablement dilué. 
Nous laissons les tubes pendant quatre heures A 37° puis a la tempé- 
rature du laboratoire. Nous notons les résultats le lendemain. Si 0c. c. 05 
de sérum dilué a 1 p. 100, c’est-a-dire 0 c. c. 0005 de sérum, 


détermine l’agglutination de 2 c. c. 5 de la suspension de ‘vibrion 
septique, la suspension microbienne contient par centimétre cube 
0,0005 ss 
G5" * 6.000 
titre agglutinant du sérum est de 5.000. 
(18) Ramon (G.). Rev. d’Immunologie, 6, 1940, p. 65 a 85. 


cent. cube du sérum antivibrion septique examiné ; le 
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telle des 2 échantillons de toxine ainsi préparés : 0 milligr. 05. 
La dose minima mortelle des toxines obtenues est de : 


0 milligr. 073 a partir des bouillons glucosés & 2 p. 1.000. 
0 milligr. 066 & partir des bouillons glucosés a 5 p. 1.000. 
0 milligr. 07 & partir des bouillons glucosés 4 10 p. 4.000. 


Sachant que le poids moyen de toxine précipitée par centi- 
metre cube de bouillon est de 6 milligr. 980, 44 milligr. 980 
et 9 milligr. 830 suivant que le bouillon est glucosé a 2, 5 ou 
40 grammes p. 1.000 (voir p. 147), le nombre moyen de doses 
mortelles respectivement contenues dans ces toxines préci- 
pitées est de 93, 180 et 140. En présence de ces résultats, nous 
avons adopté comme concentration optima du glucose dans 
le bouillon Vf ordinaire, la concentration de 5 p. 4.000. 


c) PoUvorrR ANTIGENE DE LA TOXINE VIBRION SEPTIQUE PRECI- 
pITrsE. — G. Ramon a montré que l’organisme animal produit 
plus abondamment des antitoxines diphtérique et tétanique 
lorsque l’antigéne injecté est mélangé au préalable avec une 
substance non spécifique, avec de la lanoline par exemple. 

Nous avons constaté (19) que les injections de petites quan- 
tités de toxine vibrion septique précipitée par le sulfate d’am- 
monium et enrobée dans la lanoline déterminent chez le 
cheval une immunisation intense (la toxine précipitée est dis- 
soute dans quelques centimétres cubes de toxine liquide cen- 
trifugée avant de l’incorporer a la lanoline). 

Aux derniers chevaux que nous avons immunisés par ce 
procédé, nous avons successivement injecté les doses suivantes 
de toxine : 100, 280, 500, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 3.000 
doses mortelles. Aux chevaux d’une autre série nous avons. 
injecté 100, 250, 500, 730, 1.000, 1.800, 2.000, 3.000, 4.000 
puis 5,600 doses mortelles de toxine ; il est bien entendu que 
la dose mortelle de ces toxines précipitées et desséchées est 
toujours déterminée sur souris. Signalons aussi que nous: 
ajoutons au mélange de toxine et de lanoline les microbes de 
8 cent. cubes, puis de 40 cent. cubes et ensuite de 15 cent. 


(19) Weinserc (M.) et Gumiaumre (Maylis). C. R. Soc. de Biol., 449, 
1935, p. 719. 
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cubes de culture de vingt-quatre heures de vibrion septique (20). 
Les injections aux chevaux sont faites tous les quatorze jours 
jusqu’au moment ot un titrage d’épreuve indique que le 
cheval présente un degré suffisant d’immunisation et peut, 
dés lors, étre soumis 4 deux saignées mensuelles de 6 litres 
de sang ; le cheval ne recoit ensuite qu’une seule injection 
par mois suivie de 2 saignées. Les titrages successifs indiquent 
que l’immunisation, aprés avoir atlteint un maximum, 
diminue, puis se stabilise 4 un taux moyen que l’on ne peut 
notablement élever, méme si l’on inocule, chaque mois, 
jusqu’da 42.000 doses mortelles de toxine au lieu de 5.000. 


(20) L’adjonction de germes microbiens permet de renforcer l’immu- 
nisation déclenchée par les injections répétées de toxine correspon- 
dante enrobée dans Ja lanoline. Nous avons vérifié ce fait au cours 
d’expériences comparatives sur lapins. Comme exemple nous donne- 
rons les résultats que nous avons obtenus en immunisant 15 lapins 
répartis en trois lots de 5, auxquels nous avons respectivement injecté 
les mélanges suivants : premier lot, lanoline + toxine perfringens ; 
deuxiéme lot, lanoline + toxine perfringens + bacilles perfringens de 
Cc. c. 5 a 2 cent. cubes de culture de vingt-quatre heures ; troisiéme 
lot, eau physiologique + toxine perfringens + bacilles perfringens. Ces 
mélanges ont été injectés dés qu’ils ont été préparés. Les doses de toxine 
injectées 4 chaque lapin ont été successivement de : 20, 40, 100, 150, 
200, 300, 300, 300 doses mortelles. La premiére injection sous-cutanée 
a été faite le 7 décembre 1937 et les suivantes tous les quatorze jours. 
Les déterminations du titre antitoxique des sérums ont été cffectuées 
vis-a-vis d’une « dose-test internationale » de la toxine E,,. Les titres 
antitoxiques et agglutinants des sérums prélevés neuf jours aprés 
la troisiéme injection ont été généralement plus élevés que ceux 
des sérums examinés neuf jours aprés la cinquiéme injection et neuf 
jours aprés la huititme. Les meilleurs résultats ont été fournis par le 
deuxiéme lot de lapins. En effet : 
Premier lot : titre antitoxique maximum d’un sérum : 50 4 100 unités; titre agglutinant : 100, 


Deuxiéme lot : titre antiloxique maximum d'un sérum : 200 a 300 unités; titre agglutinant : 


100 4 200. 
Troisiéme lot : titre antitoxique maximum d'un sérum : 100 a 200 unités; titre agglutinant : 100. 


Dans deux autres séries d’essais analogues, commencés respective- 
ment le 17 et le 31 mai 1938, les mélanges a injecter ont été préparés 
soit cing heures, soit vingt-quatre heures avant ]’inoculation. Dans ces 
cas encore les meilleurs sérums ont été obtenus chez les lapins immu- 
nisés avec le mélange : lanoline + toxine + B. perfringens. 

Les recherches comparables faites avec les antigénes du vibrion sep- 
tique indiquent, d’une part, que |’antitoxine vibrion septique appa- 
rait lentement et en plus faible quantité chez le lapin que 1|’antitoxine 
perfringens et, d’autre part, que les injections de toxine vibrion sep- 
tique et de.vibrions septiques sont rapidement mortelles en 1|’absence 
de lanoline. 
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Par contre, si l’on remplace chez de tels chevaux [injection 
mensuelle de toxine précipitée englobée dans la lanoline par 
une ou deux injections sous-cutanées de toxine liquide, on 
accentue nettement l’immunisation pendant quelques mois, 
méme lorsque la toxine liquide employée présente, intention- 
nellement, un titre faible. Nous avons noté ce fait dans 11 cas 
sur 12. Nous en citerons deux exemples : 


Premier exemple : le sérum du cheval 350 immunisé par le procédé 
4 la lanoline atteint le titre de 800-850 unités antitoxiques neuf jours 
aprés la cinquiéme injection, c’est-d-dire soixante-cing jours aprés la 
premiére. L’immunisation cesse ensuite de croitre, faiblit graduelle- 
ment, puis, pendant la période de stabilisation de l’immunité, le titre 
du sérum se situe entre 200 et 300 unités. On effectue alors & ce cheval 
des injections de toxine vibrion septique liquide contenant seulement 
20 doses mortelles par centimétre cube. Voici les doses de toxine succes- 
sivement injectées et le titre du sérum provenant de la saignée de 
6 litres faite neuf jours aprés la derniére injection (21) : 


Premier mois : le 9 novembre 1938, le cheval recoit une injection de 
50 cent. cubes de toxine et, sept jours aprés, une injection de 100 cent. 
cubes ; titre du sérum neuf jours plus tard : 400 unités. 

Deuxiéme mois : doses de toxine injectées A sept jours d’intervalle : 
100 et 300 cent. cubes ; titre du sérum : 400 unités. 

Troisiéme mois : doses de toxine injectées A sept jours d’intervalle : 
200 et 400 cent. cubes ; titre du sérum : 300 unités. 

Deuziéme exemple : cheval 369 ; neuf jours aprés la cinquiéme injec- 
tion de toxine + lanoline + microbes vivants, le sérum titre 500 a 
550 unités (titrage avec l’échantillon de toxine V 2). L’immunisation 
ne dépasse pas ce niveau pendant les semaines suivantes : aprés une 
période de diminution progressive, le taux des anticorps dans te sérum 
se stabilise : les valeurs antitoxiques varient alors entre 200 et 300, 
100 et 200 unités. L’injection mensuelle de toxine + lanoline + microbes 
est alors remplacée par une seule injection de toxine liquide et le sérum 
est titré, neuf jours aprés l’injection, avec une « dose-test » de l’échan- 
tillon de toxine V5. 


Premier mois : le 5 avril 1939, le cheval recoit une seule injection de 
200 cent. cubes de toxine contenant 25 doses mortelles par centimétre 
cube ; neuf jours plus tard le titre du sérum est de 500-600 unités. 

Deuxiéme mois : on effectue une injection de 400 cent. cubes conte- 
nant 25 doses mortelles par centimétre cube. 

Troisiéme mois : injection de 500 cent. cubes de toxine contenant 
100 doses mortelles par centimétre cube ; titre du sérum : 500-600 
unités. 

Quatriéme et cinquiéme mois : injection de 500 cent. cubes de toxine 
contenant 100 doses mortelles par centimétre cube. 


(21) Tous ces titrages ont été effectués avec une « dose-test » inter- 
nationale de ]’échantillon de toxine vibrion septique V 2. 
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Sixiéme mois : injection de 500 cent. cubes de toxine contenant 
200 doses mortelles par centimétre cube ; titre du sérum : 400-500 
unités par centimétre cube. 

Septiéme mois : injection de 500 cent. cubes de toxine contenant 
200 doses mortelles par centimétre cube ; titre du sérum 400 unités 
par centimétre cube. 


d) STABILITE DE LA TOXINE VIBRION SEPTIQUE LIQUIDE OU PRE- 
CIPITEE. — La toxicité des différents échantillons de toxine 
vibrion septique liquide, conservés par quantités de 5 litres 
dans des flacons soigneusement bouchés, reste stable 4 2° 
pendant au moins cing semaines (pH de ces échantillons 
3,0-8,4). 

Aprés une heure de chauffage 4 100°, les toxines liquides 
perdent leur nocivité. Exemple : la toxine du 26 juin 1939, 
préparée dans du bouillon glucosé & 3 p. 1.000, contenait 
avant chauffage 250 4 300 D.M.M. par centimétre cube ; 
aprés chauffage en tube scellé, elle ne déterminait plus la 
mort des souris a la dose de 0 c. c. 3. 

A l'état sec, la toxine vibrion septique que nous avons pré- 
parée s’est maintenue parfaitement stable a 2°. La toxicité 
de l’échantillon V 2, préparé depuis quatre ans, n’a pas encore 
diminué. 


2° DoOsE MINIMA MORTELLE DE LA TOXINE VIBRION SEPTIQUE 
OBTENUE DANS LE BOUILLON VF ORDINAIRE 
ADDITIONNE DE DIFFERENTES SUBSTANCES: 


Dans le but d’augmenter la production de la toxine vibrion 
septique dans le bouillon Vf ordinaire, nous avons ajouté 
aseptiquement a ce bouillon, aussitét apres l’avoir ensemencé, 
soit une solution de phosphate bipotassique, soit un mélange 
fraichement préparé de phosphate bipotassique et de pyruvate 
de soude, soit une solution d’acide ascorbique (vitamine C). 
Ces différentes solutions ont été préparées et filtrées sur bougie 
stérile juste avant l’emploi. Les quantités employées par litre 
de bouillon ont été, dans le premier cas, de 58 grammes de 
PO, HK., en solution dans 30 cent. cubes d’eau distillée ; 
dans le deuxiéme cas, de 3 ou 8 grammes de PO, HK, et de 
2 grammes de pyruvate de soude en solution dans 30 cent. 
cubes d’eau distillée ; dans le troisiéme cas, de 0 gr. 15 ou 
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de 0 gr. 25 d’acide ascorbique en solution a 4 p. 400. Pour 
réaliser ces essais, nous avons procédé de la maniére suivante : 
du bouillon Vf, ajusté & pH 7,7-7,8 et glucosé a 2 ou 5 grammes 
par litre, est réparti dans des tubes droits de 50 cent. cubes 
ou dans des flacons en verre pyrex de 5 litres, puis stérilisé. 
Avant l’ensemencement, les tubes ou les flacons sont préala- 
blement portés & 100° pour chasser lair, puis rapidement 
amenés a 37°. Aussitét aprés l’ensemencement, une partie de 
ceux-ci est additionnée d’acide ascorbique ou des solutions- 
tampon a étudier. 


a) TOXINOGENESE EN PRESENCE DE PHOSPHATE BIPOTASSIQUE ET 
DE PYRUVATE DE soupE. — Nous spécifions dans le tableau Il 
le temps pendant lequel les bouillons ensemencés sont laissés 
& l’étuve, le pH des cultures centrifugées vingt-six ou qua- 
rante-deux heures apres l’ensemencement, ainsi que le titre 
des toxines obtenues comparativement en bouillon Vf ordi- 
naire et en bouillon Vf additionné de phosphate bipotassique 
et de pyruvate de soude. 

Les résultats des 17 expériences signalées dans ce tableau 
indiquent, d’une part, que les pH des cultures réalisées dans 
les bouillons sans tampon varient entre 5,4 et 6,3 et ceux des 
cultures effectuées dans les bouillons tamponnés entre 53,9 
et 6,8, et, d’autre part, que le mélange de phosphate et de 
pyruvate exerce une action favorisante marquée sur la pro- 
duction de la toxine dans 10 cas sur 47. 

Ainsi dans l’expérience du 30 mai 1939, la toxicité des 
cultures effectuées dans des tubes de 50 cent. cubes et centri- 
fugées aprés quarante-deux heures d’étuve était la suivante : 

D.M. 


par centimétre cube 


Cultwures‘en bowillona Ve) ..4 92 5. Gace eee 450 a 200 
Se eR ye ee en nue 200 & 250 


Dans l’expérience du 18 juillet 1939 (cultures en flacons de 
3 litres et centrifugation au bout de quarante-deux heures 
d’étuve), nous. avons constaté que la toxine en bouillon Vf 
titre 100 & 180 D. M. par centimétre cube et la toxine en 
bouillon tamponné 200 & 250 D. M. par centimétre cube. 

Dans l’expérience du 30 aodt 1939, nous avons observé des 
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Tasieau Il]. — Titre de la toxine vibrion septique préparée dans 
du bouillon Vf additionné ou non d’un mélange-tampon. 


DATE DE L’EXPERIENCE 


eo 


40 mars 1939 
20 mars 1939 
Aer avril 1939 
30 mai 1939 


5 mai 1939 
30 mai 1939 
43 juin 1939 
47 Juin 1939 
20 juin 1939 
26 juin 1939 ' 
48 juillet 1939 


28 juin 1939 
30 juin 1939 


29 aout 1939 
30 aout 1939 
sept. 1939 
sept. 1939 


sept. et 14 oct. 1939. 
oct. et 7 nov. 1939. 


mars 1940 

mars et 8 avril 1940. 

avril 1940 

et 24 mai 1940. . . 
2 juin 1940 


VOLUME ENSEMENCE| 


.c. par tube. 
.c. par tube. 
. par flacon. 
.c. par tube. 


- par flacon. 
.c. par tube. 
.c. par tube. 
. par flacon. 
.c. par tube. 
.c. par tube. 
. par flacon. 


.c. par tube. 
.c. par tube. 


. par flacon. 
. par flacon. 
. par flacon. 
. par flacon. 


. par flacon. 
. par flacon. 
. par flacon. 
|. par flacon. 
. par flacon. 
. par flacon. 
. par flacon. 
. par flacon. 
. par flacon. 
. par flacon. 


GLUCOSE PAR LITRE 
(grammes) 


Ct-Oz Ct Ot CE Ct OT bo bo be bo | 


co 


co 


Oz CF OF Ot Oe OF OF Oe C2 Ce Ot Ge Or Ce 


DURKEE D’INCUBATION 


(heures) 


BOUILLON Vf 
ordinaire 


pH 
lture 


apres cu 
D.M.M. 
par 


centimétre cube 


50 

50 

100 
100-150 


200-250 


C2. D> Od OF 


Hm C2 OD eS OF RS Re cowwa 


250 
300 
425-150 
200-250 
100-150 


200 
450-2C0 


Oe Ot Oe Ce Ot 2 OZ 


125 

150 

200 
250-300 


300 
200-300 
300 
300-400 
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résultats tout a fait analogues : le titre des toxines préparées 
dans des flacons de 5 litres et centrifugées aprés vingt-six 
heures d’étuve seulement a été le suivant : 


D.M. 
par cenlimétre cube 
Culimes enum ouillowy Vie wesw ah uecnsb cael a esi) aa ‘ 150 
Cultures en bouillon Vf-+ phosphate + pyruvate. ... . 200-250 


Dans l’essai du 20 mars, les cultures centrifugées aprés 
? .S) 
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quarante-deux heures d’étuve avaient tué la souris aux doses 


suivantes 
CENTIMETRE CUBE 


Bouillon Vf... ec. cue P eas se ee een acces) oe 4/50 
Bouillon’ Vi-- phosphates % 2e. sere menemrt wont ued thule 4/100 
Bouillon Vf + phosphate + pyruvate... ....-++-+--. 4/200 


L’effet favorable exercé sur ]’élaboration de la toxine par 
le mélange de phosphate et de pyruvate n’a pas toujours été 
aussi intense que dans ces quatre expériences. Dans celles 
du 5 mai et du 26 juin, l’action favorisante a été faible. Dans 
les essais du 13 et du 28 juin, des 5 et 6 septembre, nous 
n’avons pas décelé d’amélioration de la toxinogenése dans 
jes bouillons ainsi tamponnés. 

Pour expliquer les résultats négatifs ou faiblement positifs 
de ces expériences, notés trente & quarante-deux heures aprés 
l’ensemencement, nous avons envisagé l’hypothése de l’atté- 
nuation progressive de la toxine dans les bouillons tamponnés, 
bouillons qui se caractérisent par un développement précoce 
de la culture. Dans le but de rechercher si la toxine s’atténue 
notablement 4 37° 4 partir du moment ow elle a atteint son 
titre maximum, et si ce phénoméne éventuel de l’atténuation 
de la toxine intervient dans les bouillons tamponnés et amoin- 
drit l’effet présumé du tampon avant que les cultures réalisées 
dans les bouillons témoins aient présenté leur toxicité maxima, 
nous avons entrepris de déterminer, au cours du développe- 
ment, la toxicité des cultures effectuées comparativement dans 
des bouillons tamponnés ou non : nous avons centrifugé 
celles-ci au bout de seize, vingt, vingt-quatre et quarante- 
deux heures d’étuve & 37° et évalué aussit6t sur souris, par 
voie veineuse, le titre des toxines ainsi obtenues. Nous avons 


X 


utilisé des bouillons Vf glucosés & 3 p. 1.000 et employé le 


mélange-tampon, phosphate + pyruvate, dans les mémes- 


conditions que précédemment. Nous rapportons quelques-uns 
de nos résultats dans le tableau IV. 

Examinons-les rapidement aux points de vue suivants : 

a) Action du tampon sur la toxinogenése ; 


8) Vitesse de formation et stabilité de la toxine A 37°. . 
a) Action du tampon sur la toxinogenése. — Les expériences 
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TasLeAu 1V. — Toxicité, au cours de Vincubation, des cultures de 


vibrion septique effectuées dans du bouillon Vf glucosé a5 p 1.000 
additionné ou non de phosphate bipotassique et de pyruvate de 
soude ou d’acide ascorbique. 


LL SS SEIS, 


DUREE TITRE DE LA TOXINE 
a préparée dans du bouillon 
TreerinNcE VOLUME d’étuve 
ensemencé a 37° 
Vf tamponné : 
Vf ordinai hosphate| Vf + acide 
(heures) nee aa pirate ascorbique 
BN 40 ¢.¢. 24 250-300 250-300 
43 juin 1939 . } 40 ¢.¢. 30 250 
40 ¢.c. 42 250 250 
| 
ae i 20enGs 24 150 175 
ET ee | 40 c.c. 42 125-150 175 
a C.C. 16 300 300-350 200 
= CEG. 20 300 2510-300 200-250 
26\jyuin 1939-4 40 c.c. 2h 200-250 250-300 200 
| 40 C.¢. 42, 200-250 250-300 200 
a 40 c.c 16 100 400-125 25-50 
41 juillet 1939 .{ 40 cc 20 400-125 100 25-50 
40 ¢.¢ 24 100-125, 25-50 
| 
/ : 
25 octobre 1939} ff op ae 
| 


du tableau IV indiquent les faits suivants : seize heures aprés 
Vensemencement, le bouillon tamponné est légérement plus 
toxique que le bouillon ordinaire. Vingt et vingt-quatre heures 
apres l’ensemencement, la toxicité du bouillon Vf tamponné 
n'est supérieure que dans la moitié des cas & celle du bouillon 
témoin ; dans l’essai du 26 juin, par exemple, la toxine s’étant 
atténuée dans le bouillon tamponné entre la seiziéme et la 
vingtiéme heure d’étuve, l’effet favorisant du mélange-tampon, 
appréciable aprés seize heures d’étuve, n’apparait plus vingt 
heures aprés l’ensemencement. 

De ces déterminations il ressort que le bouillon Vf additionné 
de phosphate bipotassique et de pyruvate de sodium ne con- 
tient pas d’une maniére constante plus de toxine que le 
bouillon ordinaire, méme lorsque les titrages sont effectués 
vingt et vingt-quatre heures aprés V’ensemencement. Les 
résultats positifs obtenus aprés seize heures d’étuve incitent 
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A rechercher la toxicité des cultures aprés un temps dincu- 
bation trés court, au bout de huit et douze heures par exemple. 

8) Vitesse de formation de la toxine vibrion septique a 37°. 
— 4° Bouillon Vj ordinaire. Rappelons briévement que 
Weinberg et Séguin ont utilisé une période d’incubation de 
trente-six & quarante heures & 37° pour préparer leurs échan- 
tillons de toxine vibrion septique dans du bouillon Martin, 
glucosé & 0,8 p. 1.000 (C. R. de la Soc. de Biol., 80, 1917, 
». 7415). L’usage s’est ensuite établi dans leur laboratoire de 
‘centrifuger au bout de quarante heures environ les toxines 
vibrion septique réalisées dans du bouillon Vf glucosé a 
2 p. 1.000. 

Karube (1934) a observé le maximum de toxicité aprés seize 
& vingt heures d’étuve & 37° dans des bouillons de veau trés 
elucosés et Walbum et Reymann aprés trente-deux 4 quarante 
heures & 37° dans des bouillons de veau additionnés de 
10 p. 1.000 de peptone et de 10 p. 1.000 de glucose. 

Dans nos essais, réalisés avec du bouillon Vf ordinaire glu- 
cosé a 5 p. 1.000, le titre des toxines centrifugées aprés vingt- 
quatre heures d’étuve 4 37° a été aussi élevé, sinon plus, que 
celui des toxines centrifugées aprés quarante-deux heures 
d’étuve & la méme température (tableau IV). Les chiffres des 
expériences du 26 juin et du 44 juillet de ce tableau montrent 
méme que le titre des toxines centrifugées aprés vingt heures 
d’étuve seulement est égal ou supérieur a celui des toxines 
centrifugées aprés vingt-quatre heures. Ainsi, dans ]’expé- 
rience du 26 juin, les toxines élaborées au bout de vingt et 
vingt-quatre heures d’étuve dans le bouillon Vf ordinaire 
titrent respectivement 300 et 200 4 230 doses mortelles par 
centimétre cube. Enfin, si nous considérons les résultats des 
titrages effectués aprés seize et vingt heures d’étuve, au cours 
des deux expériences précédentes, nous voyons que dans la 
premiére (expérience du 26 juin), on a autant de toxine au 
bout de seize heures qu’au bout de vingt : 300 D. M. M. par 
centimétre cube et que, dans la deuxiéme (expérience du 
11 juillet), la toxicité des cultures centrifugées aprés vingt 
heures d’étuve n’est que légérement supérieure & celle des 
cultures titrées seize heures aprés l’ensemencement. Les 
résultats de ce dernier essai montrent toutefois qu’il vaut 
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mieux attendre la vingtisme heure d’étuve pour centrifuger 
les cultures en bouillon Vf glucosé 4 5 p. 4.000. 

Ces expériences précisent la notion de la grande rapidité 
avec laquelle la toxine vibrion septique est élaborée dans le 
bouillon Vi. Ils montrent que dans ce bouillon, amené & 
pH 7,7-7,8 et glucosé 4 8 p. 1.000 avant la stérilisation, la 
quantité de toxine élaborée en seize heures a 37°, en Pabsence 
de substances-tampon, peut atteindre le taux de 300 D. M. M. 
par centimétre cube (titrages sur souris de 17 & 20 grammes, 
voile veineuse). 


Les résultats des titrages effectués comparativement vingt- 
quatre et quarante-deux heures aprés_ 1|’ensemencement 
{tableau IV, expériences des 13 et 20 juin et du 25 octobre 
1939) attestent que la toxine vibrion septique ne s’atténue 
que faiblement 4 37° entre la vingt-quatriéme et la quarante- 
deuxiéme heure d’étuve. L’affaiblissement le plus intense que 
nous ayons constaté entre ces limites a été de 28 p. 100 (expé- 
rience du 25 octobre) ; au cours de cet essai, le titre des toxines 
Jiquides a été de 400 D. M. M. par centimétre cube au bout 
de vingt-quatre heures et de 300 seulement au bout de qua- 
rante-deux heures d’étuve. Signalons aussi le fait observé 
dans cette expérience : tandis que nous avons précipité, au 
moyen de sulfate d’ammonium, 48 gr. 250 de toxine par litre 
de culture centrifugée aprés vingt-quatre heures d’étuve, nous 
n’avons précipité que 13 gr. 500 de toxine par litre au bout 
de quarante-deux heures d’étuve (dose minima mortelle de la 
toxine précipitée dans ces 2 cas : 0 milligr. 05) ; ce qui améne 
& conclure qu’il est préférable de ne pas trop prolonger la 
durée d’incubation a 37°. Actuellement nous centrifugeons 
vingt & vingt-deux heures aprés l’ensemencement les cultures 
de vibrion septique effectuées 4 cette température dans du 
bouillon Vf ordinaire glucosé 4 5 p. 1.000. 

2° Bouillons Vf additionnés d’une solution-tampon. — Deux 
expériences du tableau IV réalisées avec du bouillon Vf addi- 
tionné de phosphate et de pyruvate indiquent que la toxicité 
des cultures titrées seize heures aprés l’ensemencement est 
plus élevée que celle des cultures éprouvées vingt heures aprés 
l’ensemencement. Nous n’avons pas évalué la toxicité des 
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cultures aprés une durée d’étuve plus courte. Il serait inté- 
ressant, tant au point de vue théorique que pratique, de pré- 
ciser si la toxicité des cultures atteint sa valeur maxima au 
bout d’un temps inférieur A seize heures dans des bouillons 
aussi favorables A la multiplication rapide de la semence que 
le sont les bouillons Vf tamponnés. Le procédé du titrage de 
la toxine par la méthode de la floculation de G. Ramon per- 
mettra aisément de réaliser ces recherches. 


b) ToxINOGENESE EN PRESENCE D’ACIDE ASCORBIQUE (VITA- 
MINE (). D’aprés les expériences d’Arloing, Morel, Josse- 
rand et Thévenot (22), le complexe Fer-ascorbique accentue 
la gravité de la gangréne expérimentale provoquée, chez le 
cobaye et le lapin, par injection intramusculaire de culture 
de vibrion septique. Arloing, Morel, Josserand, Thévenot et 
Caille (23) ont signalé que l’acide ascorbique stimule, en vertu 
de son effet oxydo-réducteur, les processus fermentatifs ; 
M. Catz (24) a montré que l’addition d’acide ascorbique au 
bouillon ordinaire et au bouillon Vf permet la culture du 
vibrion septique dans des conditions aérobies. - 

Par contre, A. Biller Souto et C. Lima (25) ont constaté 
que la vitamine C, ajoutée 4 une solution de toxine vibrion 
septique atténue la toxicité de la solution et que l’action neu- 
tralisante de la vitamine augmente avec le temps. Patocka 
et Havsky (26), dans leur essai de préparation de la toxine 
vibrion septique dans du bouillon ordinaire additionné d’acide 
ascorbique, ont constaté que cette substance est défavorable 
& la production de la toxine. 

Dans nos expériences, l’acide ascorbique, ajouté & la dose 
de 0 gr. 15 ou de 0 gr. 28 par litre de bouillon Vf, n’a pas 
favorisé la formation de la toxine vibrion septique dans 9 cas 
sur 410. 

Nous avons indiqué dans le tableau IV les résultats de deux 
essais au cours desquels nous avons déterminé, aprés seize, 


(22) Aruoine (F.), Moren (A.), Josseranp (A.) et Tuiivenor (L.). C. R. 
Soc. de Biol., 125, 1937, p. 347. 

(23) Arxorne (F.), Moren (A.), Josseranp (A.), Taivenor (L.) et Came 
(R.). C. R. Soc. de Biol., 125, 1937, p. 349. 

(24) Carz (J.). C. R. Soc. de Biol., 130, 1989, p. 516. 

(25) Bitter Souro (A.) et Lima (C.). C. R. Soc. de Biol., 129, isin ZS 

(26) Patocka (F.) et Inavsxy (J.). Ces Annales, 62, 1939, p. 310. 
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vingt, vingt-quatre heures et, dans 1 cas, aprés quarante-deux 
heures d’étuve, le titre des toxines préparées comparative- 
ment dans des bouillons Vf glucosés & 5 p. 4.000, additionnés 
on non d’acide ascorbique. Dans l’essai du 26 juin, l’acide 
ascorbique diminue légérement la toxinogenése. Dans l’expé- 
rience du 44 juillet, il exerce une action défavorable intense : 
alors que le titre des toxines formées dans le bouillon Vf ordi- 
naire est de 100 ou 100 & 123 doses mortelles par centimétre 
cube, celui des toxines préparées dans le bouillon additionné 


d’acide ascorbique n’est que de 25 a 50 doses mortelles par 
centimétre cube. 


c) TOXINOGENESE EN PRESENCE DE SANG DESSECHE. — Le sang 
desséché de cheval, fréquemment ajouté aux doses de 1 a 
2 grammes par litre dans les bouillons utilisés au cours de la 
préparation de la toxine tétanique (27), nous a permis d’amé- 
liorer, dans 7 cas sur 8, la production de la toxine perfringens 
dans le bouillon Vf de boeuf, glucosé & 1 p. 4.000 (28) ; nous 


(27) Ramon (G.). Revue d’Immunol., 6, 1940, p. 74. 

(28) Guimtaumig (Maylis). Ces Annales, 66, 1941, p. 831. Dans ces 
recherches, le bouillon Vf de boeuf additionné de 1 ou 1,5 p. 1.000 de 
sang desséché a fourni environ une fois et demie plus de toxine que le 
méme bouillon non additionné de sang : titre maximum des toxines 
obtenues en présence de sang, au cours de ces expériences réalisées 
avec des bouillons moyennement nutritifs : 45 doses mortelles par 
centimetre cube. 

Dans les 5 premiers bouillons Vf que nous avons préparés avec de 
la viande et du foie de cheval — et que nous avons ajustés a pH 7,7-7,8 
avant de les glucoser 4 1 p. 1.000 et de les stériliser — nous n’avons 
obtenu que des toxines perfringens de titre faible : 5 ou 10 doses mor- 
telles par centimétre cube ; aprés addition de sang desséché, ces mémes 
bouillons nous ont permis d’obtenir des toxines de titre deux 4 trois 
fois plus élevé. 

A présent, nous ajoutons systématiquement cette substance aux 
bouillons Vf de cheval, ajustés 4 pH 7,65 avant la stérilisation et glu- 
cosés 41 p. 1.000 ; le titre des 8 derniéres toxines que nous avons suc- 
cessivement préparées dans ces conditions a été de : 30, 60, 35 a 40, 
50 a 60, 70, 50 A 60, 50 et 60 A 70 doses mortelles par centimétre cube. 
Signalons que ces bouillons additionnés de 2 p. 100 de diverses peptones 
commerciales ne permettent pas de préparer de meilleures toxines 
perfringens que les bouillons + sang desséché. (Les peptones pancréa- 
tiques Defresne, 5 B ou 5 C des Laboratoires Vaillant, essayées compa- 
rativement, nous ont fourni sensiblement les mémes résultats.) Ajoutons 
qu’un chauffage 4 100° fait totalement disparaitre les propriétés toxiques 
et hémolytiques de la toxine perfringens préparée dans ces divers 
bouillons. 


Annales de lU'Instilut Pasteur, t. 67, n° 2, 19%1. 10 
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avons recherché s’il favoriserait aussi l’élaboration de la toxine 
vibrion septique dans le méme bouillon, glucosé a 5 p. 4.000. 
Nous avons effectué cing essais. Dans les deux premiers nous 
avons employé le sang 4 la concentration de 1 gramme par 
litre de bouillon, dans les trois autres 4 la concentration de 
1,5 p. 4.000 ; dans tous les cas il a suscité le développement 
rapide de la semence. Le titre des toxines obtenues dans ces 
bouillons n’a été qu’une seule fois supérieur a celui des toxines 
formées dans le bouillon témoin et, de plus, cette action a 
été faible : en effet, le titre de la toxine préparée dans le 
bouillon additionné de 4,5 p. 4.000 de sang a été, dans ce cas, 
de 200 & 250 D. M. par centimétre cube et celui de la toxine 
élaborée en l’absence de sang, de 200 D. M. par centimetre 
cube. 

Au cours de deux autres essais, nous avons comparé, vingt- 
deux heures aprés l’ensemencement, le titre des toxines. 
obtenues dans les bouillons suivants, glucosés & 5 p. 1.000 : 
bouillon Vf additionné de 10 ou 20 p. 100 (en volumes) de 
digestion papainique de viande et de foie de boeuf ; bouillon 
Vi + 10 a 20 p. 100 de la digestion papainique précédente 
+ 1,5 p. 1.000 de sang desséché. Voici nos résultats : dans. 
1 cas, la digestion papainique a eu un effet favorable sur la 
toxinogenése et dans l’autre cas elle ne l’a pas influencée ; le 
sang n’a augmenté que dans un cas, et encore légérement, la 
production de la toxine vibrion septique dans les bouillons. 
additionnés de digestion papainique. 


3° DOsE MINIMA MORTELLE DE LA TOXINE VIBRION SEPTIQUE 
PREPAREE DANS DIVERS BOUILLONS. 


Sous l’impulsion de M. G. Ramon divers services de 1’Ins- 
titut Pasteur ont remplacé les tissus de veau et de boeuf par 
ceux de cheval pour préparer les différents bouillons néces- 
saires 4 la production de toxines variées. 

G. Ramon et M”* Amoureux ont signalé (29) que le titre des 
toxines tétaniques obtenues depuis cette substitution atteint 
un taux trés satisfaisant. 


(29) Ramon (G.) et AMouREUx (Germaine). C. R. de l’Acad. des Se., 244 
1940, p. 304. ; 
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Pour préparer la toxine du vibrion septique nous avons 
utilisé des digestions pepsiques de foie seul ou des bouillons 
faits avec du foie et de la viande de cheval (80). 


a) DIGESTION PEPSIQUE DE Fore. — Cette digestion a été pré- 
parée ainsi 


Eau a 47°, 10 litres ; foie passé au broyeur électrique : 2 kilogr. 500 ; 
pepsine : 6 grammes ; acide chlorhydrique pur et concentré : 100 cent. 
cubés. La digestion a été arrétée au bout de vingt et une heures (par un 
chauffage a 80°), puis le bouillon a été soumis aux mémes manipu- 
lations (31) qu’un bouillon Vf ordinaire (filtration, alcalinisation avec 
de la soude jusqu’é pH 7,7-7,8, chauffage 4 100° suivi d’une filtration, 
répartition en flacons, addition de 5 grammes de glucose par litre). 

Dans quelques flacons nous avons ajouté du sang desséché (1 er. 5 
par litre de bouillon) oudes quantités variables de peptone Defresne (82). 
Les cultures ont été centrifugées vingt-deux heures aprés l’ensemence- 
ment et les titrages effectués sur souris de 17 4 20 grammes par voie 
veineuse. 


Résultats : Expérience I. — La toxine préparée dans le bouillon de 
foie a titré 50 & 100 doses mortelles par centimétre cube et celle que 
nous avons obtenue en présence de sang : 100 4 150 doses mortelles par 
centimétre cube. 


Expérience II. — Titre de la toxine dans le bouillon de foie : 50 a 
100 doses mortelles par centimétre cube ; titre de la toxine dans ce 
bouillon additionné de 1,5 p. 1.000 de peptone Defresne : 150 a 200 
doses mortelles par centimetre cube. 


Ces chiffres indiquent que le sang desséché ou la peptone 
Defresne améliorent la valeur d’une digestion pepsique de foie 
de cheval faiblement nutritive. Le méme résultat a été observé 
au cours d’une expérience faite avec une digestion pepsique 


de foie de génisse. 


(30) Le foie et les muscles sont prélevés & des chevaux producteurs de 
sérums antitoxiques, morts depuis un ou plusieurs jours. 

ZEISSLER (J.) et Rossretp (L.), au cours de leurs études sur de nom- 
breux germes anaérobies, ont employé des bouillons de viande de 
cheval, mais n’ont pas déterminé la toxicité des cultures ainsi obtenues. 
Centralb. f. Bakl., 140, 1929, p. 24. 

(31) Nous les avons décrites dans ces Annales, 66, 1941, p. 373. 

(32) Peptone pancréatique préparée avec de la viande de cheval par 
les Laboratoires Vaillant. 
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Voici le titre de la toxine obtenue 


D.M. 
pai centimetre cube 
Dans.Je: bouillon de foie...) . sue.) umes 100 & 150 
Dans le bouillon de foie +.1,5 p. 1.000 de sang desséché. 150 & 200 
Dans le bouillon de foie + 5 p. 1.000 de peptone Defresne. 200 
Dans le bouillon de foie + 5 p. 1.000 d’extrait de viande. 200 


b) DIGESTION PEPSIQUE DE VIANDE ET DE FOIE DE CHEYAL. — 
Nous avons préparé deux sortes de digestions : la premicre, 
que nous dénommons Vf de cheval, est en tous points sem- 
blable au bouillon Vf ordinaire : pour 20 litres d’eau a 47°, 
nous employons 4 kilogrammes de viande de cheval, 
1 kilogr. 330 de foie, 12 grammes de pepsine en poudre, 
200 cent. cubes d’acide chlorhydrique pur et concentré, soit 
une partie de foie pour trois de viande. La deuxiéme est faite 
avec deux fois plus de viande que la digestion précédente, 
dans le but d’augmenter sa richesse en peptone et éventuelle- 
ment sa valeur nutritive, afin d’éviter ainsi l'emploi de fortes 
quantités de peptones commerciales ; nous l’avons désignée 
par les lettres Wf : 4 16 litres d’eau & 47° nous avons ajouté 
& kilogrammes de viande, 1 kilogr. 330 de foie, 20 grammes 
de pepsine, 200 cent. cubes d’acide chlorhydrique (soit une 
partie de foie pour six de viande. La durée de la digestion a 
47-48° a été, dans l’un et l’autre cas, de vingt-trois heures (38). 
Les digestions ont été arrétées, alcalinisées, glucosées a la 
maniére habituelle et, comme dans les expériences précédentes, 
nous avons recherché si les peptones commerciales ou le sang 
desséché peuvent accroitre la production de la toxine vibrion 
septique dans ces bouillons étudiés comparativement. Nous 
avons essayé la peptone Chapoteaut ainsi que deux peptones 


(33) Cette durée de digestion est celle que nous avons adoptée pour 
préparer les bouillons Vf ordinaires, & base de viande et de foie de 
beuf : elle nous a permis d’obtenir des bouillons de boeuf propres A 
la fois 4 la préparation des toxines perfringens, vibrion septique, histo- 
lytique ou wdematiens ; de nombreux essais comparatifs nous ont 
montré que les digestions de vingt & vingt et une heures, aussi favo- 
rables 4 la production des toxines perfringens et vibrion septique que 
les digestions de vingt-trois heures, étaient moins propices que ces 
derniéres 4 l’obtention des toxines histolytique et edematiens. Nous 
nous proposons de rechercher si ces observations sont en tous points 
applicables aux bouillons Vf de cheval. 
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préparées par les laboratoires Vaillant : la peptone pep- 
sique P. B. CG. et la peptone pancréatique Defresne. 

Résultats obtenus avec le bouillon Vj de cheval. — La 
peptone P. B. C., & la concentration de 5 p. 1.000, n’a aucune 
influence sur la toxinogenése. Aux doses de 1-4 8 p. 4.000, 
la peptone Defresne a augmenté l’élaboration de la toxine de 
30 p. 100 environ, dans 4 cas sur 3. La peptone Chapoteaut, 
ajoutée au bouillon Vf a la concentration de 3 p. 4.000, a 
permis d’obtenir, dans 5 cas sur 7, une fois et demie & deux 
fois plus de toxine que dans le bouillon témoin. Dans 1’expé- 
rience du 16 octobre 1940, la peptone Chapoteaut a été plus 
favorable que la peptone Defresne. Voici, en effet, le titre des 


toxines obtenues : 
D.M. 


par centimétre 
cube 


Densrlesbourllons Vit deschievales ween mee eye i is ies ae er 100 
Dans le bouillon Vf de cheval + 5 p. 1.000 peptone Defresne. . 150 
Dans le bouillon Vf de cheval + 5 p.71.000 peptone Chapoteaut. 200 


Dans 2 cas sur 7 la peptone Chapoteaut n’a pas augmenté la valeur 
nutritive du bouillon Vf. En effet, les toxines obtenues au cours de ces 
2 essais ont respectivement titré 250 et 300 D. M. par centimétre cube, 
que le bouillon Vf employé soit ou non additionné de peptone 
Chapoteaut. 


Les 20 préparations de toxine que nous avons encore effec- 
tuées en présence de 5 p. 1.000 de peptone Chapoteaut ont 
contenu par centimétre cube : 100 4 180 D. M. (cing fois) ; 
4150 ou 180 a 200 D. M. (six fois) ; 200, 200 4 250 ou 280 D. M. 
(neuf fois). 

Le pH des toxines centrifugées a varié entre 5,3 et 5,5. 

Dans le bouillon Vf de cheval additionné de 1,5 p. 1.000 de 
sang desséché nous n’avons pas obtenu de meilleure toxine 
vibrion septique que dans le bouillon témoin. L’ensemble 
de nos investigations indique donc que le sang desséché 
n’exerce pas sur la genése de la toxine vibrion septique 
dans les bouillons Vf de boeuf ou de cheval la méme action 
stimulante que sur la formation de la toxine perfringens. 
Il est intéressant de rapprocher de cette observation le fait 
que la toxine élaborée par le vibrion septique dans ces 
bouillons est beaucoup moins hémolytique que celle du 
B. perfringens. En effet, tandis qu’il faut 0c. c. 0240. c. 05 
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de toxine vibrion septique pour hémolyser 0 c. c. 1 de glo- 
bules de mouton 4 5 p. 400, il suffit de 0 c. c. 004 et méme 
de 0 c. c. 0002 de toxine perfringens pour produire le méme 
effet. 

Résultats obtenus avec le bouillon Wf. — Nous avons com- 
paré l’acidité aminée (déterminée par la méthode de Sérensen) 
et l’extrait sec de trois bouillons Vf et de trois bouillons Wf. 
Ces derniers contiennent environ deux fois plus d’azote aminé 
que les bouillons Vf ; l’extrait sec des trois bouillons Wf exa- 
minés a été de 6,65, 7,47, 7,25 p. 100 et celui des bouillons Vi : 
4.5, 4,7, 3,48 p. 100. 

Le premier des bouillons Wf que nous avons ensemencés 
(extrait sec 6,65) a permis d’obtenir de la toxine vibrion sep- 
lique de titre supérieur 4 celui de la toxine préparée en méme 
temps dans le premier des bouillons Vf indiqués précédem- 
ment (extrait sec : 4,5). En effet : 


D.M. 
par centimétre cube 

Titre de la toxine obtenue dans le bouillon Wf..... 150 
Titre de la toxine obtenue dans le bouillon Vf. ..... 400 
Titre de la toxine obtenue dans le bouillon Wf + 5 p. 1.000 

peptone Ghapoteantt Aim en. Sate states feniee pa 200 a 250 
Titre de la toxine obtenue dans le bouillon Vf + 5 p. 1.000 

pepioneGhapoteaut stern etn) Ekemrce acumen ame 200 


La comparaison des titres des différents échantillons de 
toxine préparés au cours de cette expérience montre que la 
peptone Chapoteaut améliore non seulement la valeur nutri- 
tive du bouillon Vf mais aussi celle du bouillon Wf. 

Dans les deux essais ultérieurs, les bouillons Wf ont été 
moins favorables a la toxinogenése que les bouillons Vf. 

Exemple : avec le bouillon Vf du 13 novembre 1940 (extrait 
sec 5,15) nous avons obtenu de la toxine vibrion septique 
contenant 150 D. M. par centimétre cube et avec le bouillon Wf 
(extrait sec : 7,25 p. 100) de la toxine 4 100 D. M. par centi- 
métre cube. 

En résumé, les bouillons préparés avec des tissus de cheval 
(foie et muscle) permettent d’obtenir des toxines vibrion 
septique contenant 100 4 300 D. M. par centimétre cube (34). 


(84) Nous avons aussi utilisé, pour préparer des toxines histolytiques 
ou edematiens, des bouillons Vf et Wf de cheval, ainsi que des diges- 


e 
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B. — Valeur de la « dose-test » de différents échantillons 
de toxine Vibrion septique précipitée. 


Pour déterminer la « dose-test » des différents échantillons 
de toxine vibrion septique que nous avons préparés, c’est-a- 
dire la quantité de toxine qui, aprés une heure de contact 
& 37° avec une unité antitoxique de sérum étalon, tue la 
moitié environ des souris auxquelles on injecte un tel mélange, 
nous avons utilisé, comparativement, les sérums étalons inter- 
nationaux 4 20 ou 380 unités antitoxiques par centimétre cube 
et un sérum étalon francais contenant 20 unités (85) par cen- 
timétre cube. Nous avons procédé exactement comme pour la 
détermination des « doses-test » de nos échantillons de toxine 
perfringens (36). Rappelons que dans tous ces titrages nous 
effectuons les dilutions de toxine et de sérum avec de 1]’eau 
physiologique ; nous injectons, pour chaque dose de toxine 


tions pepsiques de foie de cheval ; nous avons fréquemment mis en 
paralléle la valeur nutritive de ces bouillons avant et aprés adjonction 
‘de sang desséché ou de peptones commerciales. [Le sang desséché 
(1 ou 1,5 p. 1.000), les peptones 5 C et Witte (10 p. 1.000) n’améliorent 
généralement pas la production de la toxine histolytique dans le 
bouillon Vf. Voici les titres, exprimés en doses minima mortelles par 
centimétre cube, de 11 toxines histolytiques obtenues dans des bouil- 
lons Vf de cheval : 100 (une fois) ; 150 A 200 (trois fois) ; 200, 250 
ou 300 (sept fois). | 

Le titre de la toxine edematiens préparée dans la digestion pepsique 
de foie est plus faible que celui des toxines obtenues dans les bouil- 
lons Vf de cheval ; la peptone Defresne ou Je sang desséché (1,5 p. 1.000) 
augmentent la valeur nutritive de cette digestion. Dans les bouillons Vf, 
le B. edematiens élabore sensiblement la méme quantité de toxine que 
dans les mémes bouillons additionnés de 1,5 p. 1.000 de sang desséché 
ou de 5 p. 1.000 de peptone Riedel. Dans le bouillon Vf + sang desséché 
nous avons effectué 14 préparations et obtenu des toxines contenant, 
par centimétre cube, 3.000 & 4.000 ou 4.000 et 5.000 doses mortelles 
(six fois), 6.000, 6.000 & 8.000 ou 8.000 D. M. (six fois), 20.000 et 20.000 
4 30.000 D. M. (deux fois). Dans le bouillon Wf + sang desséché nous 
avons obtenu 6.000 & 8.000 et 10.000 a 12.000 D. M. par centimétre 
cube (3 essais).’ 

(35) L’unité antitoxique de notre sérum étalon est contenue dans 
© milligr. 1886 du sérum sec 104 provenant d’une saignée faite au 
cheval 104 le 28 juin 1937. 

(36) Revue d’Immunologie, 5, 19389, p. 13. 
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essayée, 4 A 8 souris et le volume injecté a chaque souris, 
par voie veineuse, est de 0c. c. 5. 

Nous avons déterminé avec le sérum étalon francais la 
« dose-test » de 44 échantillons de toxine vibrion septique 
V4, V2, ..., V10, V 44; les cing premiers ont été préparés 
avec la souche Feunten qui a subi, pendant plusieurs années, 
deux passages mensuels sur cobayes (voir p. 146) et les six 
derniers en utilisant, aprés un seul repiquage, la souche 
Feunten conservée depuis 1917 dans un tube scellé. Dans le 
tableau V nous indiquons les résultats de ces dosages, ainsi 
que les valeurs de la « dose-test » de 7 de ces échantillons, 
titrés simultanément avec les sérums étalons international et 
francais. 

Nous désignons par « dose-test internationale » d’un échan- 


TaBLEAU V. — Valeurs comparées de la « dose-test » de différents 
échantillons de toxine vibrion septique titrés avec un sérum 
étalon danois ou avec un sérum étalon francais. 


VALEUR DE LA « DOSE-TEST » NOMBRE 
déterminée avec un sérum étalon de 
MinimMe s00s tol 6) —_—— doses mortelles 
de toxine os ; 
(milligramme) _ DANOIS FRANCAIS ee Case 
(milligrammes) | (milligrammes) francaise » 


' DOSE 
ECHANTILLON 


20 
40 
36,7 
33.7 
40 


> CO-1 DO 
ce 


cococe oococeo 
ww NwNhd— 


46,4 
40 
50 
62 
38 
32,6 


—K— KV) ooocoo 


Vv 
V 
V. 
Vv 
Vv 
V 
V;, 
Vv 
Vy 
Vv 
Vv 


Woes Sie ole oe | 


[Sid 


tillon de toxine la valeur de la « dose-test » déterminée au 
moyen du sérum international et par « dose-test francaise » 
la valeur précisée au cours des titrages effectués avec le 
sérum étalon francais. 

Des chiffres du tableau V il ressort que les résultats obtenus 
comparativement avec les deux sérums étalons sont pratique- 
ment concordants. En voici un exemple : la valeur de la 
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« dose-test » de l’échantillon de toxine vibrion septique V 4 
est de 4 milligr. 9 lorsque le titrage’ est fait avec le sérum 
étalon danois et de 4 milligr. 8 lorsque le dosage est réalisé 
avec le sérum étalon francais. 

Si lon considére, d’une part, Vextréme variabilité des 
résultats obtenus avec les sérums étalons anti-perfringens 
international ou francais, au cours de la détermination de la 
« dose-test » des différents échantillons de toxine perfringens 
successivement préparés avec la méme souche de B. perfrin- 
‘gens (37), d’autre part, la similitude des valeurs internatio- 
nales et francaises de la « dose-test » des 7 échantillons de 
toxine vibrion septique titrés avec deux sérums étalons, on 
est autorisé & penser que, contrairement & ce qui se produit 
lors de l’évaluation de la « dose-test » des toxines perfrin- 
gens (38), la détermination de la « dose-test » des toxines 
vibrion septique, &4 10 p. 100 prés, ne présente pas de diffi- 
cultés. Nous en concluons que nous pouvons utiliser notre 
sérum étalon pour rechercher la valeur de la « dose-test » 
des 6échantillons de toxine vibrion septique que nous pré- 
parons. 

Nous avons calculé le nombre de doses mortelles contenues 
dans une « dose-test » internationale ou francaise de nos 
échantillons de toxine. 

Weinberg, Davesne et Prévot (1932), ont noté qu’une unité 
antitoxique de leur sérum étalon provisoire neutralise approxt- 


(37) Weinperc (M.) et GumtAumig (Maylis). Revue d’Immunologie, 8, 
1939, p. 14 et 18. — GumLaumm (Maylis). Ces Annales, 66, 1941, p. 204. 

(38) Pour ne citer que quelques valeurs des « doses-test » frangaise 
et anglaise des toxines perfringens, rappelons seulement les 4 premiéres 
et les 7 derniéres déterminations comparatives que nous avons réalisées; 
les « doses-test » respectives des toxines perfringens E 8, E9, E10, E11 
sont égales a : 4,2, 2,65, 1,1, 3,4 lorsqu’elles sont déterminées avec le 
sérum étalon anglais ; 2,8, 3,2, 0,9 et 1 lorsqu’elles sont déterminées 
avec le sérum étalon francais St 1. 

Les « doses-test » respectives des 7 toxines E 37, E388, ..., B42, E 43, 
sont de 2,6, 1,9, 2,15, 1,5, 1,9, 2,55, 1,85 lorsqu’elles sont déterminées 
avec le sérum étalon international et de : 2,6, 1,3, 1,9, 1,5, 2, 1,5, 1,15 
lorsqu’elles sont précisées avec le sérum étalon francais St 3. 

Ainsi la valeur ‘de la « dose-test » de la toxine E11 trouvée avec le 
sérum étalon anglais est trois fois plus forte que celle obtenue avec 
l’étalon francais ; la « dose-test » de la toxine E 42 est de 2,55 ou de 1,5 
suivant que le sérum étalon utilisé au cours du titrage est un sérum 


anglais ou un sérum frangais. 
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mativement le méme nombre de doses mortelles (45 ou 16) 
des 2 échantillons de toxine qu’ils ont préparés et dont 
les doses minima mortelles respectives sont de 0 milligr. 29 
et 0 milligr. 375 (titrages sur souris, voie veineuse); ces résul- 
tats peuvent faire penser qu’une « dose-test » de toxine vibrion 
septique contient un nombre & peu prés constant de doses 
mortelles (39). 

Des observations faites ultérieurement par Ida Bengston 
(1934) se dégage au contraire la notion qu’une « dose-test » 
de toxine ne représente pas toujours un nombre fixe de doses 
mortelles : un quart d’unité antitoxique de son sérum étalon 
neutralise, en effet, 10, 12, 15,6 ou 16 doses mortelles de 
différentes toxines vibrion septique obtenues soit en Angle- 
terre, soit en Amérique (40). 

Voici les renseignements que fournissent les résultats du 
titrage de tous nos échantillons de toxine, préparés avec la 
méme souche de vibrion septique 


Une « dose-test francaise » 


de l’échantillon V1 


contient 20 D.M. 


Une « dose-test francaise » de ]’échantillon V2 contient 40 D.M. 
Une « dose-test francaise » de l’échantillon V3 contient 36,7 D.M. 
Une « dose-test francaise » de l’échantillon V4 contient 33,7 D.M. 
Une « dose-test francaise » de ]’échantillon V5 contient 40 D.M. 
Une « dose-test francaise » de l’échantillon V6 contient 46,4 D.M. 
Une « dose-test francaise » de l’échantillon V7 contient 40 D.M. 
Une « dose-test francaise » de l’échantillon V8 contient 50 D.M. 
Une « dose-test francaise » de l’échantillon V9 contient 62 D.M. 
Une « dose-test francaise » de léchantillon V10 contient 55 D.M. 
Une « dose-test francaise » de I’échantillon V11 contient 32,6 D.M. 


Ces 41 déterminations montrent qu’une unité antitoxique 
du sérum étalon francais neutralise 40 doses mortelles de 
3 échantillons de toxine (V 2, V 3, V 7) et 20 a 62 doses mor- 
telles des autres échantillons. De ces chiffres, il ressort nette- 
ment qu’une « dose-test » de toxine vibrion septique repré- 
sente fréquemment un nombre variable de doses mortelles. 


(389) Weneserc (M.), Davesne (J.) et Privor (A.-R.). Ces Annales, 49, 
1932, p. 387. 
(40) Beneston (Ida). Public Health Report, 49, 1934, p. 261. 


\ 
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Ill. — TITRAGE DES SERUMS ANTI-VIBRION SEPTIQUE 


COMPARAISON DES TITRES OBTENUS AVEC DIVERS ECHANTILLONS 
DE TOXINE HOMOLOGUE. 


Rappelons que, pour Sordelli, Ferrari et Mayer (1929), la 
détermination du titre antitoxique des sérums anti-vibrion 
septique par la méthode des injections intraveineuses ou intra- 
musculaires au cobaye fournit des résultats plus réguliers que 
celle des injections intraveineuses & la souris. 

Aprés que Tzeknovitzer et Karouth (1930) eurent proposé 
la technique des injections intradermiques au cobaye, Glenny, 
Llewellyn-Jones et Mason (1931) signalérent que cette méthode 
donne approximativement les mémes résultats que le procédé 
des injections intraveineuses a la souris. 

Weinberg, puis Schlingmann (1934) ont effectué des injec- 
tions intraveineuses au lapin et Weinberg a considéré comme 
propre a l’usage thérapeutique tout sérum qui, a la dose 
de 1/41.000 de centimétre cube, protége les lapins de 2 kilo- 
grammes contre une dose mortelle de toxine ; Weinberg, 
Davesne et Prévot (1932) ont comparé les résultats des titrages 
réalisés sur lapins et souris (41). Ils ont établi que les sérums 
anti-vibrion septique qui protégent le lapin a la dose de 
4/1.000 de centimétre cube correspondent a peu pres a 
250 unités-souris (injections intraveineuses). 

Ida Bengston (1933), au cours de ses déterminations de la 
« dose-test » de différents échantillons de toxine vibrion sep- . 
tique au moyen d’un sérum étalon provisoire, n’a pas obtenu 
de résultats satisfaisants par le procédé des injections intra- 
musculaires au cobaye et, de la comparaison des titrages sur 
lapin et souris, a conclu que les meilleurs résultats sont 
obtenus sur souris : dans ce dernier cas, elle a observé des 
différences de 10 p. 100. 


(41) Weinserc (M.), Davesne (J.) et Privor (A.-R.) ont observé au 
cours de ces recherches qu’une dose mortelle de toxine pour le lapin 
représente 15 4 16 doses mortelles pour la souris. Ces Annales 49, 1932, 
p. 407. 
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Au cours de tous ces titrages, les différents auteurs men- 
tionnés ont employé comme dose d’épreuve de toxine, des 
quantités inégales de toxine. Sordelli, Ferrari et Mayer ont 
utilisé un peu plus de 5 doses mortelles pour le cobaye ; 
Glenny, Llewelly-Jones et Mason, 20 doses mortelles pour la 
souris ; Schlingmann, 10 doses mortelles pour le lapin; Wein- 
berg, Davesne et Prévot, 1 dose mortelle pour le lapin ou 15 & 
46 doses mortelles pour la souris. 

Les différents auteurs ayant ainsi adopté comme dose 
d’épreuve de toxine et, par 14 méme, comme unité anti- 
ioxique, des valeurs arbitraires distinctes, les pouvoirs anti- 
toxiques des sérums anti-vibrion septique titrés dans divers 
pays ne pouvaient ¢étre aisément comparés. 

Depuis que la valeur de l’unité antitoxique internationale 
d’un sérum étalon anti-vibrion septique et le mode de déter- 
mination de la « dose-test » d’un échantillon de toxine 
homologue ont été définis par le Comité d’Hygiéne de la 
Société des Nations (42) des résultats concordants ont été 
obtenus au cours du titrage d’un méme sérum anti-vibrion 
septique avec une « dose-test » de 4 échantillons de toxine (43); 
un nombre plus élevé d’échantillons n’a pas été utilisé com- 
parativement pour titrer simultanément plusieurs sérums 
anti-vibrion septique> Sachant que la détermination du titre 
antitoxique des sérums anti-perfringens vis-a-vis d’un nombre 
suffisant d’échantillons de toxine homologue permet d’observer 
de grandes discordances entre les résultats des dosages (44), 
il y avait lieu de penser que Ja question du titrage des sérums 
anti-vibrion septique était insuffisamment étudiée. Pour 


(42) Rapport de Hartiey (P.) et Bruce Warre (P.). Bull. Trim. Org. 
d’Hyg. de la Soc. des Nations, 4, 1935, p. 18-41. 

(43) Ce sérum a été titré avec les toxines VS 10 et VS11 dans les 
laboratoires de MM. Coy et Wernperc ; avec les toxines VS1 et VS 10 
dans le laboratoire de M. Coy et avec les toxines E et VS 10 dans celui 
de M. O’Brizn. 

(44) Par exemple, le sérum anti-perfringens 415 titre 400 unités 
d‘aprés les déterminations effectuées avec une « dose-test internatio- 
nale » des toxines E18, E18, E32; il titre : 800 unités lorsque le 
titrage est réalisé avec une « dose-test internationale » de la toxine E15; 
250 4 300 unités lorsque le titrage est réalisé avec une « dose-test inter- 
nationale » de la toxine E 42 ; 50 unités lorsque le titrage est réalisé 
avec une « dose-test internationale » de la toxine E 24, 
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combler cette lacune, nous avons recherché vis-a-vis de 
7 échantillons de toxine vibrion septique le titre antitoxique 
de 4 sérums correspondants. Nous avons eu recours 4 la 
méthode des injections intraveineuses a la souris : les chiffres 
de S. Stewart et ceux que nous avons obtenus au cours de 
nombreuses déterminations montrent qu’on peut attendre de 
cette méthode des résultats 4 10 p. 100 prés, erreur tolérée 
dans les expériences sur souris de 17 & 20 grammes. Dans 
quelques titrages, nous avons employé, comparativement, 
comme dose d’épreuve de chaque échantillon de toxine , soit 
« une unité » de toxine (c’est-a-dire 20 D. M. M. de cette 
toxine), soit une « dose-test » ; dans tous les autres, nous 
avons uniquement utilisé une « dose-test » de chaque échan- 
tillon de toxine. Nous avons pris comme valeur de la « dose- 
test » le chiffre déterminé avec le sérum étalon international. 


a) TITRAGES AVEC UNE « UNITE » DE TOXINE. — Pour réaliser 
ces dosages, nous avons suivi les mémes principes que ceux 
que nous avons indigqués dans le tableau VI, p. 20 de notre 
travail sur le titrage des sérums anti-perfringens (Rev. d’Im- 
munol., 5, 1939, p. 5 4 33). Par dose de sérum essayée nous 
avons injecté au moins 4 souris de 17 4 20 grammes. 

Les déterminations ainsi effectuées nous ont montré (43) 
due le titre antitoxique d’un méme sérum varie généralement 
beaucoup avec l’échantillon de toxine. En voici un exemple : 

Le sérum Fj1 titre entre 400 et 4530 unités lorsque le dosage 
est fait avec une « unité » de toxine V1, &30 unités lorsque 
la toxine employée est la toxine V2 ; 830 4 900 unités vis-a- 
vis de la toxine V3 et 630 unités vis-d-vis de V4. Ainsi le 
titre de ce sérum varie entre 400 4 450 unités et 8504900 unités 
suivant l’échantillon de toxine utilisé pour effectuer le titrage, 
la quantité de toxine employée au cours de ces déterminations 
étant de 20 doses mortelles par souris. 

Nous n’insisterons pas davantage sur les résultats discor- 
dants observés au cours des titrages effectués avec « une 
unité » de toxine. Avec raison, cette méthode est totalement 


(45) Wemserc (M.) et GuittAumie (Maylis). C. R. Soc. Biol., 127, 1938, 
p. 1084. 
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abandonnée a présent. Il convenait toutefois de la mentionner 
pour opposer ses résultats 4 ceux que lon obtient lorsque les 
titrages sont réalisés en prenant comme dose d’épreuve de 
toxine une « dose-test » des mémes échantillons de toxine. 


b) TITRAGES AVEC UNE « DOSE-TEST » DE TOXINE. — Nous 
sroupons dans le tableau VI l’ensemble des chiflres que nous 
avons obtenus en recherchant vis-a-vis d’une « dose-test » de 


TasLeau VI. — Valeurs antitoxiques de 4 sérums anti-vibrion sep- 
tique titrés avec une « dose-test » de différents échantillons de 
toxine vibrion septique. 


ECHANTILLON 
de toxine sErum Fj, shruM 104 SERUM 327 spRUM 341 
(« dose-test 
internationale » (unités) (unités) (unités) (unités) 
en milligrammes) 


400-450 500 400 400 


450 500-550 400-450 450-500 

425 500-550 400-450 450 
350-400 400-450 450-500 350 
400-450 500 450-500 400-450 


350-400 400-450 400 400 
350-400 400-450 400 400 


7 échantillons de toxine le titre antitoxique de 4 sérums anti- 
vibrion septique. 

Nous avons injecté 4 4 8 souris de 17 4 20 grammes par 
dose de sérum éprouvé. 

L’examen rapide du tableau VI montre que les titres anti- 
toxiques du sérum 327 vis-a-vis des 7 échantillons de toxine 
étudiés sont, dans l’ensemble, plus homogénes que ceux des 
autres sérums : ils différent entre eux de 18 p. 100 au plus. 
Ce sérum titre en effet : 400 unités antitoxiques lorsque le 
titrage est fait avec les toxines V1, V6 ou V7; 400 & 450 
unités lorsqu’il est réalisé avec les toxines V2 ou V3 ; 450 
4 500 unités anti-V 4 ou anti-V 5. Les titres antitoxiques des 
trois autres sérums sont plus faibles vis-A-vis des toxines V 4, 
V 6 et V7 que vis-a-vis des toxines V 1, V2,-V 3 et V3. Le 
sérum Fj 1, par exemple, titre plus de 400 unités lorsqu’il est 
éprouvé vis-d-vis des toxines V1, V2, V3 et V3 et moins 
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de 400 unités lorsqu’il est mélangé avec une « dose-test» de 
VYune des 3 autres toxines. Le sérum 104 titre plus de 430 
unités d’aprés les titrages réalisés avec les toxines V1, V 2, 
V3, V3, et moins de 450 unités vis-a-vis des toxines V 4, 
VN? 

Si nous considérons de plus prés les résultats des titrages 
des sérums Fj1, 104 et 341, nous voyons que : 

4° Les dosages effectués avec les toxines V1, V2, V3, V3 
aboutissent 4 des résultats pratiquement concordants. Ainsi, 
le sérum Fj1 titre 450 unités anti-V 2, 425 unités anti-V 3, 
400 & 430 unités anti-V 1 ou anti-V 38 ; 

Le sérum 104 titre 500 unités anti-V 1 et anti-V 5, 300 a 
550 unités anti-V 2 et anti-V 3. 

2° Les échantillons de toxine V 6 et V7, préparés avec la 
souche de vibrion septique qui n’a pas subi de repiquages de 
14917 & 1939, permettent d’obtenir les mémes résultats que 
V’échantillon V4 préparé aprés de nombreux passages de 
cette souche sur cobayes. 

En effet, le sérum Fj 4 titre entre 350 et 400 unités, que le 
dosage soit fait avec une « dose-test » des échantillons V 4, 
V6 ou V7; le sérum 104 titre 400 4 430 unités vis-a-vis de 
l’une quelconque de ces toxines ; le sérum 344 titre 350 unités 
anti-V 4, 400 unités anti-V 6 et anti-V 7. 

3° Les chiffres obtenus au cours des titrages réalisés avec 
les toxines V 1, V 2, V 3, V 5, sont supérieurs de 16 a 26 p. 100 
a ceux que fournissent les titrages pratiqués avec les toxines 
V4, V6 ou V 7. 

Les écarts les plus grands que nous avons notés sont en effet 
les suivants : 

Le sérum Fj1 titre 430 unités anti-V 2, 350 4 400 unités 
anti-V 4, anti-V 6 ou anti-V 7 ; 

Le sérum 104 titre 500 4 550 unités anti-V 2 ou anti-V 3, 
400 & 450 unités anti-V 4, anti-V 6 ou anti-V 7 ; 

Le sérum 341 titre 450 a 800 unités anti-V 2, 350 unités 
anti-V 4. 

Ainsi, en utilisant 7 échantillons de toxine pour rechercher 
le titre antitoxique de 4 sérums anti-vibrion septique, nous 
avons enregistré une concordance satisfaisante entre les résul- 
tats du titrage d’un sérum vis-a-vis des 7 échantillons de 
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toxine ; nous avons constaté, par contre, que les résultats du 
titrage des trois autres sérums divisent nos échantillons de 
toxine en deux groupes : le groupe des toxines V 1, V 2, V 3, 
V5, et le groupe des toxines V 4, V6 et V7. Les résultats 
concordants obtenus avec les 4 échantillons du premier groupe 
présentent avec les résultats homogénes obtenus avec les 
3 échantillons du deuxiéme groupe des écarts de 16 a 26 p. 100. 
On peut en inférer qu’il existe des différences de constitution 
antigénique entre les deux groupes de toxine. 

De l'ensemble de ces déterminations, effectuées par la 
méthode des injections intraveineuses 4 la souris, nous con- 
clurons que ]’évaluation du titre antitoxique des sérums anti- 
vibrion septique vis-a-vis de plusieurs échantillons de toxine 
homologue ne fournit pas toujours des résultats parfaitement 
concordants ; il peut en effet exister, entre les valeurs anti- 
toxiques trouvées pour un méme sérum, des différences de 45, 
20 et 25 p. 100. 


RESUME ET CONCLUSIONS 


Préparation de la toxine Vibrion septique. 


4° TITRE ET PROPRIETES DE LA TOXINE VIBRION SEPTIQUE 
PREPAREE DANS LE BOUILLON VF ORDINAIRE 
(DIGESTION CHLORHYDRO-PEPSIQUE DE VIANDE ET DE FOIE DE BOEUF). 


a) La toxine vibrion septique préparée & 387°, dans du 
bouillon Vf de boeuf glucosé & 5 p. 41.000, contient généra- 
lement 150 4 350 doses mortelles par centimétre cube (titrages 
vingt-deux heures aprés l’ensemencement, par la méthode des 
injections intraveineuses 4 des souris de 17 A 20 grammes). 

Le pH de la toxine centrifugée est fréquemment égal a 3,4 
et 5,6 (tableau IID. 

b) La dose minima mortelle moyenne de nos échantillons 
de toxine vibrion septique précipitée par le sulfate d’ammo- 
nium est de 0 milligr. 07 ; chiffres extrémes : 0 milligr. 05 et 
0 milligr. 093 (tableau V). 
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La quantité moyenne de toxine précipitée par litre de toxine 
centrifugée est de 6 gr. 930, 11 gr. 980 ou 9 gr. 630, suivant 
que les cultures sont effectuées dans du bouillon glucosé a 
2, 5 ou 10 p. 4.000. D’aprés ces chiffres, la concentration 
optima du glucose est de 5 p. 1.000. 

Le sulfate d’ammonium précipite, en moyenne, 64,8 p. 100 
de la toxine présente dans le liquide soumis a la précipitation 
(chilfres extrémes : 45 et 94 p. 100). 

c) L’élaboration de la toxine vibrion septique est rapide 
a 37°. Dans les bouillons Vf glucosés 4 3 p. 1.000 et dont 
le pH avant l’ensemencement est compris entre 7,35 et 7,65, 
le titre de la toxine centrifugée peut atteindre le taux de 
300 doses mortelles par centimétre cube seize heures aprés 
Vensemencement. Dans des bouillons Vf moins nutritifs, le 
maximum de toxicité ne se produit que vingt 4 vingt-deux 
heures aprés l’ensemencement. 

d) La toxicité des cultures de vibrion septique maintenues 
a 37° diminue de 25 p. 100 au plus pendant les dix-huit a 
vingt heures qui suivent le moment ot elles ont atteint leur 
titre maximum. La toxine vibrion septique ne s’atténue donc 
que lentement a 37°. 

A 2°, le titre de la toxine liquide reste stable pendant au 
moins cing semaines ; a 100°, la toxicité et Vactivité hémo- 
lytique sont supprimées. 

A Vétat sec, la toxine vibrion septique précipitée conserve 
son titre pendant plusieurs années. 

e) Le pouvoir antigéne de la toxine vibrion septique liquide 
est intense : injectée 4 doses croissantes, tous les sept jours, 
& des chevaux ayant préalablement recu 3 vaccinations d’ana- 
toxine vibrion septique, elle permet fréquemment d’obtenir, 
en six A huit-semaines, des sérums contenant 300 a 600 unités 
antitoxiques par centimétre cube. Les injections ultérieures 
accentuent généralement |’immunisation : la teneur des sérums 
en antitoxine peut atteindre les taux de 800 et 1.000 unités 
par centimétre cube et quelquefois 1.200 et méme 1.500 a 
1.800 unités internationales. 

La toxine vibrion septique précipitée par le sulfate d’am- 
monium et enrobée dans la lanoline détermine aussi |’ hyper- 
immunisation rapide des chevaux. 

Annales de UInstitut Pasleur, t. 67, n° 2, 1941. AA 
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2° TOXINOGENESE DANS LE BOUILLON VF ORDINAIRE 
ADDITIONNE DE DIFFERENTES SUBSTANCES. 


a) Le phosphate bipotassique et le pyruvate de soude ajoutés 
aseptiquement au bouillon Vf glucosé augmentent, dans 10 cas 
sur 17, la production de la toxine vibrion septique. 

Le titre maximum des toxines que nous avons obtenues 
dans les bouillons additionnés, par litre, de 5 ou 8 grammes 
de phosphate bipotassique et de 2 grammes de pyruvate de 
soude, a été de 400 doses mortelles par centimétre cube ; 
leur pH a varié entre 5,9 et 6,8. 

b) L’acide ascorbique, aux doses de 0 gr. 15 et de 0 gr. 25 
par litre de bouillon Vf, ne favorise pas la formation de la 
toxine vibrion septique. 

c) Le sang desséché de cheval n’améliore généralement pas 
la toxinogenése dans les bouillons Vf ordinaires glucosés 
& 3 p. 4.000. 


3° ToXINOGENESE DANS DIVERS BOUILLONS. 


Le sang desséché, la peptone Defresne ou |’ extrait de viande 
augmentent la production de la toxine vibrion septique dans 
jes digestions pepsiques de foie de cheval. . 

Les bouillons préparés avec six parties de viande de cheval 
pour une partie de foie n’ont pas toujours une valeur nutri- 
tive supérieure a celle des bouillons préparés avec trois parties 
de viande de cheval et une partie de foie. 

L’addition de 5 p. 1.000 de peptone Chapoteaut aux bouil- 
lons préparés avec des muscles et du foie de cheval accroit 
généralement la toxinogenése ; la toxine vibrion septique 
obtenue dans ces bouillons contient, par centimetre cube, 
100 & 250 doses mortelles et 20 & 80 doses hémolytiques. 


« Dose-test » de la toxine Vibrion septique. 


En recherchant la valeur de la « dose-test » de 7 échantil- 
lons de toxine, nous avons constaté que les titrages effectués 
comparativement avec le sérum étalon international et le sérum 
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élalon frangais fournissent tous des résultats d’une concor- 
dance satisfaisante (tableau V). 

Nous pouvons donc utiliser notre sérum étalon pour évaluer 
la « dose-test » des échantillons de toxine que nous préparons. 

Le nombre de doses mortelles contenues dans une. « dose- 
test » de nos divers échantillons de toxine vibrion_septique 
est compris entre 20 et 62 ; les résultats de 44 titrages’ indi- 
quent qu'une « dose-test » de toxine contient le plus souvent 
32 4 45 doses mortelles pour la souris (injections intravei- 
neuses). 


Titrage des sérums anti-Vibrion septique. 


Nous avons déterminé, vis-a-vis d’une « dose-test » de 
7 échantillons de toxine préparés avec la méme souche de 
vibrion septique, le titre antitoxique de 4 sérums anti-vibrion 
septique. Comme valeur de la « dose-test » nous avons pris 
celle que nous avons précisée avec le sérum étalon danois. 
Nous avons constaté que les titres antitoxiques d’un méme 
sérum vis-a-vis des 7 toxines examinées différent au plus de 
10 p. 100 dans la majorité des cas, mais présentent parfois 
des écarts de 16 4 25 p, 400. 


ERRATUM 


Dans notre précédent mémoire, ces Annales, 66, mai 1941, page 373, 
dixiéme ligne de la note en bas de page, Hire, 12 grammes de pepsine en 
poudre, au lieu de 15 grammes. 


RECHERCHES SUR LA REPARTITION DU BORE 
DANS LES ESPECES VEGETALES (1) 


par Gasrirt BERTRAND el Lazare SILBERSTEIN. 


En cherchant si des espéces végétales possédent des besoins 
différents & l’égard du bore, un de nous a trouvé, en colla- 
boration avec H. de Waal (2) et avec L. Silberstein (3) qu’il 
semble exister une relation entre la capacité de fixation du 
métalloide et la place des espéces dans 1|’échelle botanique. 
Il était apparu, notamment, que les Graminées (5 espéces étu- 
diées) et les Liliacées (8 espéces), de l’embranchement des 
Monocotylédones, renferment notablement moins de bore que 
les plantes de lembranchement des Dicotylédones. En outre, 
parmi ces derniéres, la plupart des Légumineuses ou, plus 
précisément, des Papilionacées (44 espéces) et des Cruciléres 
(5 espéces) s’étaient montrées parmi les plus aptes a fixer 
Vohigoélément considéré dans leurs tissus. 

Ces différences, observées en étudiant des plantes cultivées 
sur le méme sol, offrant non seulement un intérét physiolo- 
gique mais aussi un intérét pratique, nous avons pensé qu’il 
était utile d’en chercher la confirmation par l’examen d’un 
plus grand nombre d’espéces végétales. 

Nous avons analysé, cette fois, non seulement des plantes 
cultivées ou développées spontanément sur un méme sol, dans 
fe jardin de l'Institut Pasteur, 4 Paris, plantes qui peuvent 
étre, par suite, rapprochées étroitement de celles qui ont fait 
l’objet des publications citées plus haut, mais aussi de plantes 
récoltées dans des habitats naturels trés différents : en Seine- 
et-Oise (forét de Marly), en Savoie (environs de Thonon, 
cirque du Fer-a-Cheval, prés de Sixt, vallée de l’Arve, prés 


(1) Un extrait de ce mémoire a paru dans les C. R. Ac. Sc., 244, 
séance du 16 décembre 1940, p. 624. 

(2) Ces Annales, 57, 1936, p. 121. 

(3) Ces Annales, 59, 1937, p. 442 ; 61, 1938, p. 104 ; 64, 1940, p. 456. 
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de Chamonix), en Vendée (Brétignolles, Saint-Vincent-sur- 
Jars), en Haute-Garonne (lac d’06, environs de Luchon), en 
Hautes-Pyrénées (Gavarnie) et dans les Landes (bords de 
l’Adour, & Aire). Les espéces suivantes ont été étudiées : 


FAMILLES 


Graminées. .. 


» 


Cypéracées : ; 


Aroidées 


Orchidées.. . .. 
Asparaginées . .- 


» 


» 
Liliacées 


Euphorbiacées 


» 


» 


Polygonées .. . 
Verbénacées. . . 
Labiées ... . 


Scrofulariées . . 


Verbacées. . 


Composées . . . 


Dipsacées . re 
Caprifoliacées. . 


Pomacées.... 
Rosacées ... . 


» 


Papilionacées ; ; 


TABLEAU I, 


NOMS DES PLANTES 


Monocotylédones. 


lvraie (Lolium perenne L.). 

Chiendent (Cynodon dactylon Pers.). 

Carex (sp.?). 

Pied-de-veau (Arum maculatum L.). 

Iris germanique (77s germanica L.). 

(Listera ovata R. Br.). 

Muguet (Convallaria maialis L.). 

Sceau-de-Salomon (Polygonatum vul- 
garis Desf.). : 

Parisette (Paris quatrifolia L.). 

Jacinthe des bois (Agraphis nutans 
Link.). 


Dicotylédones. 


Mercuriale (Mercurialis unnua L.). 

Euphorbe des bois (Euphorbia sylva- 
tica L.). i 

Euphorbe marine (Euphorbia para- 
lias L.). 

Bistorte (Polygonum bistorta L.). 

Verveine (Verbena officinalis L.). 

(Lamium amplexicaule L.). 

Ortie blanche (Lamium album L.). 

Ortie jaune (Lamium galeopdolon 
Craatz). 

Lierre terrestre (Glecoma hederacea 
es 

Mélisse des bois (Melittis officinalis 
ENE 

Menthe aquatique (Mentha aquatica 
L 


Bugle (Ajuga reptans L.). 

Origan (Or:ganum vulgare L.): 

Euphrasie (Euphrasia officinalis L.). 

Moléne noir (Verbascum nigrum L.). 

Chardon (sp. ?). 

Pissenlit (Taraxacum officinale Vill.). 

Armoise (Artemisia vulgaris L.). 

Souci (Calendula arvensis L.). 

(Helichrysum staechas D.C.). 

Pulicaire (Pulicaria vulgaris Gaert- 
ner). 

Paquerette (Bellis perennis L.) 

Scabieuse des champs (Scabiosa ar- 
vensis L.). 

Merisier des haies (Lonicera xylos- 
teum L.). 

Aubépine (Crataegus oxyacantha L.). 

Kraisier des bois (Fragaria vesca L.). 

Quintefeuille (Potentilla reptans L.). 

Lupin bleu (Lupinus hirsulus). 


LIEUX DE RECOLTE 


Institut Pasteur (sp.). 
Thonon. 

Marly. 

Marly. 

Institut Pasteur (cult.). 
Marly. 

Marly. 

Marly. 


Marly. 
Marly. 


Institut Pasteur (sp.). 
Marly. 


Vendée. 


Institut Pasteur (cult.). 
Thonon. 

Institut Pasteur (sp.). 
Marly. 

Marly. 


Marly. 
Marly. 
Aire-sur-Adour. 


Marly. 

Thonon. 
Vallée-de-l’Arve. 
Luchon. 

Institut Pasteur (sp.). 
Marly. 

Thonon. 

Thonon. 

Brétignolles. 
Aire-sur-Adour. 


Marly. 
Sixt (Fer-a-cheval). 


Marly. 


Marly. 
Marly. 
Marly. 
Institut Pasteur (cult.) 
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FAMILLES NOMS DES PLANTES LIEUX DE RECOLTE 
Papilionacées . . Lupin jaune (Lupinus luteus L.). Institut Pasteur (cult.). 
» . . Luzerne (Medicago sativa L.). Saint-Vincent-sur-Jars. 
Malvacées. . . . Rose trémiére (Althea rosea Cav.). Institut Pasteur (cult). 
Caryophyllées. . OKillet gaulois (Dianthus gallicus Brétignolles. 
Pers.). 


» . . Saponaire (Saponaria officinalis L.). Thonon. 
» . . Compagnon blanc (Lychnis dioica L.). Marly. 


Droséracées. . . Parnassie (Parndssia palustris L.). Lac d’06. 

Résédacées . . . Réséda sauvage (Reseda lutea L.). Thonon. 

Violariées. . . . Violette du chien (Viola canina L.). Marly. 

Cruciféres. . . . Bourse & pasteur (Thlaspi bursa-pas- Institut Pasteur (sp.). 

toris). 

Cruciféres. . . . (Iberis las Li); Institut Pasteur (cult.). 
» .... Giroflée (Cheiranthus chairi L.). Institut Pasteur (cult.). 
») ... . Coquillier (Cakile maritima D.C.). Brétignolles. 
» ... . (Mathiola sinuata R. Br.). Brétignolles. 

Papavéracées . . Chélidoine (Chelidonium majus L.). Institut Pasteur (sp.). 

Renonculacées. . Atonit (Aconitum napellus L.). Gavarnie: 


» . . Renoncule dére (Ranunculus acris L.). Marly. 
» . . Renoncule bulbeuse (Ranunculus bul- Marly. 
osus L.). : 


La cueillette a toujours été efféctuée au moment de la flo- 
raison. Aprés lavage et dessiccation 4 la température ordi- 
naire, les plantes ont été pulvérisées et analysées selon la 
technique microcolorimétrique utilisée dans les recherches 
antérieures. Les prises d’essai ont 6té, apres dessiccation a 
+ 100-110°, comprises entre 0 gr. 7 et 0 gr. 9, sauf pour le 
Cakile, la Bistorte, la Paquerette et le Sceau-de-Salomon ou, 
faute de matiére, elles ont été réduites entre 0 gr. 3 et 0 gr. 5. 

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-des- 
sous d’abord pour les Monocotylédones, puis pour les Dico- 
tylédones, et rangés, dans les deux séries, par ordre de teneur 
croissante en bore des matiéres séches. En outre, pour faci- 
liter encore les comparaisons, les noms des plantes des 
familles des Graminées, des Papilionacées et des Cruciféres 
sont précédés des lettres (G), (P) et (C). 

Ces nouveaux résultats portent & 120 le nombre des espéces 
examinées au laboratoire par la méme méthode. Ils sont tras 
significatifs en ce qui concerne Ja relation, apercue en 1936, 
entre la capacité de fixation du bore par les espdces végétales 
et la position de celles-ci dans la classification naturelle. 

Sans quil existe une ligne de démarcation absolue entre 
Vembranchement des Monocotylédones et celui des Dicotylé- 
dones, il apparatt que les espéces du premier renferment, en 
général, une proportion de bore moindre que celles du second, 


See OO 


Srgrercy: 
14 


- 
fs 


cpertereeieracieenneg 


oan 


3 


REPARTITION DU BORE DANS LES ESPECES VEGETALES 157 


TasBLeav II. 


CENDRES BORE 
MATIERES en milligrammes 
p- 100 par kilogramme 
NOMS DES ESPECES séches 
de matiére 


p- 100 de matiére de matiére | 


ny 5 . 
séche fraiche séche 


Monocotylédones : 


De eco ee O72 OF Co 
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CHEK ets ew 
Parisette® <5 202 ss 
Pied de veau.... 
Listera ov. 

Muguet 

Jacinthe des bois. . 
Sceau de Salomon . 
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Dicotylédones : 


Chardon 

Aconit 

Lonicera yl... . . 
Lierre terrestre . 
Menthe aq 
Aubépines. 2°. + .>. 
Pied dé veau.... 
Renoncule acre. . . 
Iberis umbellata. . . 
Euphorbe des bois . 
Fraisier des bois . . 
OEillet gaulois 
Bistorte. . .. 
Euphrasié 

Lamiim ampl.. . 
Parnassie 

Mélisse des bois. . . 
Scabieuse 

Bourse a pasteur . . 
Paquerette 
Verveine 

Renonéule bulbeuse. 
Violette de chien . . 
Ortie blanche... . 
Armoise 

Mercurialé ann... . 
Mercuriale ann... . 
Ortie jaune 
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Quintefeuille . . 
Rose trémiére. . 
Réséda sauvage: . . 
Pissenlit 

Origan 

Compagnon blanc. . 
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CENDRES BORE 
MATIERES en milligrammes 
p- 100 par kilogramme 


NOMS DES ESPECES séches 


de matiére 
p- 100 de matiére de matiere 
séche fraiche séche 


Moléne noir 
Euphorbe marine. . 
Bugle 
Lupin bleu 
Chélidoine 
Helichrysum st... . 
Lupin jaune 
Saponaire 

C) Mathiola 

C) Cakile 

P) Luzerne 


DS oO 


Lies 62 co co bo 


8 
10 
42 
10 
43 
42 
10 
44 
29 
28 

9 


OD 
wmwowee+ 
CODD S ~1-1~1 


Il n’y en a été trouvé, en effet, par kilogramme de matiéres 
séches, que 2 milligr. 3 4 44 milligr, 4 contre 8 4 95 milli- 
grammes. 

En outre, chez les Monocotylédones, la grande famille des 
Graminées s'est montrée nettement la plus pauvre, avec 
2 milligr. 3 4 5 milligrammes seulement de métalloide par 
kilogramme sec. 

Parmi les Dicotylédones, beaucoup plus nombreuses en 
familles et en espéces, il n’est pas possible de tirer des 86 ana- 
lyses effectuées des régles aussi formelles. Il reste toutefois a 
retenir que les importantes familles des Papilionacées et des 
Cruciféres comprennent relativement beaucoup d’espéces 
parmi les plus riches en bore. 

Le chevauchement entre la fin de la série des Monocotylé- 
dones et le commencement de la série des Dicotylédones tient 
évidemment a ce qu’il existe des espéces de Dicotylédones qui 
ne présentent pour le bore que des affinités réduites, de l’ordre 
de grandeur de celles de certaines Monocotylédones. C’est ainsi 
que V’Iberis umbellata et la Bourse-a-Pasteur, bien qu’appar- 
tenant & la famille ordinairement riche des Cruciféres, ne 
contiennent que des proportions du métalloide analogues 4 
celles rencontrées dans le Pied-de-veau et dans le Muguet-des- 
bois. 


fl est certain, par ailleurs, et cette observation s’applique 
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a ensemble des végétaux, que si des espéces peuvent main- 
tenir assez étroitement leur composition chimique a travers 
les conditions culturables auxquelles elles se trouvent sou- 
mises malgré la diversité des sols et les circonstances atmo- 
sphériques, d’autres offrent au contraire, & cet égard, une 
importante plasticité. En contfrontant les résultats analytiques 
dont nous disposons actuellement, nous trouvons, par 
exemple, les quantités suivantes de bore, exprimées en milli- 
grammes par kilogramme de matiéres séches : 


BORE 
Luzerne, cultivée en 1937, dans le jardin de l'Institut Pasteur, 
Paeaéthode Gloria | os cams e seme es wee eei eta te 25 
Luzerne, cultivée en 1937, dans le jardin de l'Institut Pasteur, 
par la methowe: volumizy ein.’ soe peek eae eee ee 28,9 
Luzerne, récoltée en 1939, dans les dunes de Saint-Vincent- 
sur-Jars, par la méthode colorim Glos Oeicemerran Ona Ouch <a 28,7 
et, par contre : 
Pissenlit, cultivé en 1936, dans le jardin de l'Institut Pasteur, 
par da -meéthodeicolorim:, 0) # . Sm -)a) cee meen ae 80 
Pissenlit, récolté en 1939, dans la forét de Marly, par la 
HM CGO MO. COLORING pane etc Cee Ve avercoxcn 4s antes PApeey Gansta 14,4 


Ces différences ne peuvent que tendre & masquer le mode 
essentiel de répartition du métalloide chez les espéces végé- 
tales, 4 faire varier plus ou moins en conséquence, le chevau- 
chement des groupes les uns sur les autres, selon les récoltes. 
Les cas ot. triomphent les causes des alfinités spécifiques a 
Végard du bore n’en offrent que plus d’intérét. 

Aprés les premiéres constatations rappelées au début. de 
cet exposé, Marie P. Léhnis (4) a publié, dans un mémoire 
sur le développement des plantes en l’absence de bore, une 
série de déterminations de la teneur en bore d’aprés la méme 
méthode que la nétre, portant sur 4 espéces de Graminées et 
14 especes de Dicotylédones, principalement Papilionacées et 
Cruciféres. Chez les Graminées, la teneur a été trouvée de 
0 milligr. 7 4 3 milligr. 3 par kilogramme de matiéres séches, 
alors, qu’elle variait de 3 milligr. 3 & 33 milligrammes chez les 
Papilionacées et de 16 milligr. 7 4 33 milligrammes chez les 


(4) Mededeelingen van de Landbouwhoogeschool, 44, III, 1987, p. 1-38. 
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Cruciféres. Ces déterminations sont en complet accord avec 
celles auxquelles nous sommes nous-mémes arrivés. 

On peut donc considérer désormais comme démontrée 
Vexistence de certaines relations entre le mode de répartition 
quantitative du bore dans les espéces végétales et la place de 
celles-ci dans la classification naturelle. La plus remarquable 
de ces relations, & cause de sa netteté, celle qui met en téte 
de liste des Phanérogames, A partir des moins riches en 
bore, les plantes de la famille des Graminées, est aussi de 
réelle importance au point de vue agricole, car elle distingue, 
sous le rapport des~besoins en substances fertilisantes, les 
Céréales de l’ensemble des autres plantes de grande culture. 

En 1912, lors d’une conférence faite A la séance d’ ouverture 
du VIII° Congrés international de Chimie appliquée, tenu a 
New-York (3), l’un de nous a présenté la thése de l’interven- 
tion de divers métaux et métalloides, présents dans les 
plantes en trés petites proportions, dans la pratique multisé- 
culaire des rotations culturales. Les résultats de l’étude phy- 
tobiologique du bore contenus dans le présent mémoire confir- 
ment et précisent utilement cette thése. Joints 4 la notion de 
optimum de concentration nutritive (6), les mémes résultats 
serviront de guide a l’agriculture dans le dosage des engrais 
boratés pour obtenir avec chaque plante l’effet le plus avan- 
tageux. 


(5) C. R. VIII? Congr. Chim. appl., New-York, 28, 1912, p. 30 et 
reproduite dans diverses publications, notamment dans ces Annales, 
26, 1912, p. 852. 

(6) Voir : Berrranp (Gabriel). Les engrais autres que les engrais 
azotés, phosphorés et potassiques. Chim. et Ind., 44, n° 8 bis, 1989, 
p, 27 E. 
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